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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
 
5’-UTR 5’konec neprevedena regija 
2-AG  2-arahidonilglicerol 
AC  adenilat ciklaza 
AEA  anandamid ali arahidonoiletanolamin 
BCA  test bicinhoninske kisline 
BSA  goveji serumski albumin 
cAMP  ciklični adenozin monofosfat 
CB  kanabinoidni receptorji 
CB1  kanabinoidni receptor tipa 1 
CB1a  izooblika kanabinoidnega receptorja tipa 1 
CB1b  izooblika kanabinoidnega receptorja tipa 1 
CB2  kanabinoidni receptor tipa 2 
CB2A  izooblika kanabinoidnega receptorja tipa 2 
CB2B  izooblika kanabinoidnega receptorja tipa 2 
CBD  kanabidiol 
CBN  kanabinol 
CNR1  gen z zapisom CB1 
CNR2  gen z zapisom CB2 
ECS  endokanabinoidni sistem 
ER  estrogenski receptor 
ERK  z zunajceličnim signalom regulirana kinaza 
FAAH  hidrolaza amidov maščobnih kislin 
Gα  podenota α G-proteina 
Gi/o  podenota α G-proteina, ki inhibira adenilat ciklazo 
Gs  podenota α G-proteina, ki aktivira adenilat ciklazo 
GTP  gvanozin-5’-trifosfat 
GPCR  z G proteini sklopljeni receptorji 
GPR55 z G proteini sklopljen receptor 55 
JWH-018 sintetični kanabinoid JWH-018 
LPI  lizofosfatidilinositol 
MAGL monoglicerid lipaza 
MAPK z mitogenom aktivirana protein kinaza 
p27/KIP1 ciklin kinanzni inhibitor 
P2Y5  purinergični receptor 
PBS  fosfatni pufer z NaCl 
PBST  fosfatni pufer z Nacl in detergentom Tween 
PI3K/PKB fosfoinozitid-3-kinaza/protein kinaza B 
PKA  protein kinaza A 
   
 
 
PR  progesteronski receptor 
PRL  prolaktinski receptor 
PVDF  poliviniliden difluorid 
ROCK z Rho povezane proteinske kinaze 
RhoA  Ras homologna genska družina A 
SERM selektivni modulator estrogenskega receptorja 
SERD selektivni razgrajevalec estrogenskega receptorja 
THC  ∆9-tetrahidrokanabinol 
Trk  visoko afinitetni živčni rasti dejavnik 









   
 
 
Izbor protiteles za kvantitativno določitev kanabinoidnih receptorjev v celičnih 
linijah raka dojke 
Povzetek 
Endogeni kanabinoidni sistem (ECS) kontrolira številna fiziološka in patološka stanja. 
Sestavljata ga kanabinoidni receptor tipa 1 (CB1) ter tipa 2 (CB2), njuni endogeni ligandi 
(endokanabinoidi) ter proteini, ki regulirajo biosintezo in degradacijo endokanabinoidov. 
CB1 je visoko izražen v možganskem tkivu, CB2 je izražen izključno v celicah 
imunskega sistema. Z G proteini sklopljen receptor 55 (GPR55), je kanabinoidni receptor, 
kateri je glede na aminokislinsko zaporedje, manj kot 15 % podoben CB1 in CB2. Ima 
sposobnost vezave raznolikih endogenih ter eksogenih kanabinoidnih ligandov, zato je 
GPR55 glavni kandidat za kategorizacijo kot kanabinoidni receptor tipa 3. Izraža se v 
možganskem tkivu, endotelijskih celicah ter prebavnem traktu. 
V sklopu diplomskega dela smo želeli z uporabo metode točkovnega nanosa določiti 
ustrezne delovne koncentracije primarnih in sekundarnih protiteles proti CB1, CB2 in 
GPR55. Poleg tega smo za nadaljnjo kvantitativno določitev CB želeli določiti ustreznost 
protiteles dveh proizvajalcev, Santa Cruz Biotechnology in Abcam, in izbrali protitelesa 
tistega proizvajalca, s katerimi smo dobili boljše rezultate pri zaznavi. V ta namen smo iz 
izbrane celične linije pripravili celične lizate in topni frakciji celičnega lizata izmerili 
koncentracijo proteinov s kompletom standardov govejega serumskega albumina (BSA). 
Vzorce, nanešene na membrano za imunodetekcijo, smo inkubirali z izbranimi protitelesi 
in nato slikali s kamero LAS 4000, ki ima sposobnost zajemanja kemiluminiscenčne 
svetlobe. Naši rezultati nakazujejo, da so protitelesa proti CB1 in CB2 obeh proizvajalcev 
ustrezna. Odločili smo se, da so protitelesa proizvajalca Santa Cruz Biotechnology 
ustreznejša za imunodetekcijo CB1 in CB2 v primerjavi s protitelesi proizvajalca Abcam, 
in so kot taka primerna za nadaljnjo uporabo pri kvantitativnem določanju CB z metodo 
prenosa Western. Za izbrana protitelesa smo se odločili, ker je jakost signalov bolj zvezna 
in bolje posname gradient redčitev oz. koncentracij. Raziskave o izražanju GPR55 v 
celičnih linijah raka dojke so redke Na podlagi rezultatov našega dela smo potrdili 
izražanje GPR55 v nesmrtni celični liniji raka dojke T-47D.   
Ključne besede: rak dojke, endogeni kanabinoidni sistem, celična linija raka dojke, 
protitelesa, točkovni nanos 
  





   
 
 
Selection of antibodies for quantitative determination of cannabinoid receptors in 
breast cancer cell lines 
Abstract 
The endogenous cannabinoid system (ECS) controls a number of physiological and 
pathological conditions.  They consist of the cannabinoid receptor type 1 (CB1) and type 
2 (CB2), their endogenous ligands (endocannabinoids), and proteins that regulate 
endocannabinoid biosynthesis and degradation. CB1 is highly expressed in the brain 
tissue and CB2 is expressed exclusively in the cells of the immune system. G protein-
coupled receptor 55 (GPR55) is a cannabinoid receptor that is, based on the amino acid 
sequence, less than 15 % similar to CB1 and CB2. The ability to bind various endogenous 
and exogenous cannabinoid ligands is the reason why GPR55 is a prime candidate for 
categorization as a cannabinoid receptor type 3.  It is expressed in the brain tissue, 
endothelial cells and the digestive tract.   
Within this diploma thesis, we wanted to determine the appropriate working 
concentrations of primary and secondary antibodies against CB1, CB2 and GPR55 using 
the dot blot method. In addition, for further quantitative determination of CB, we wanted 
to determine the suitability of antibodies from two manufacturers, Santa Cruz 
Biotechnology and Abcam, and selected antibodies from that manufacturer, with which 
we obtained better detection results. For this purpose, cell lysates were prepared from the 
selected cell line and the protein concentration of the soluble fraction of the cell lysate 
was measured with a set of bovine serum albumin (BSA) standards. Samples applied to 
the membrane for immunodetection were incubated in selected antibodies and then 
imaged with a LAS 4000 camera, which has the ability to capture chemiluminescent light. 
Our results suggest that antibodies against CB1 and CB2 from both manufacturers are 
appropriate. We decided that the antibodies manufactured by Santa Cruz Biotechnology 
were more suitable for the immunodetection of CB1 and CB2, in comparison with 
antibodies manufactured by Abcam,  and as such were appropriate for further use in the 
quantitative determination of CB using the Western method. We opted for the selected 
antibodies because the signal strength is more continuous and better imitates the dilution 
or concentration gradient. Because little research has been done on the expression of 
GPR55 in breast cancer cell lines, we also confirmed the expression of GPR55 in the 
immortal T-47D breast cancer cell line based on the results. 
Key words: breast cancer, endogenous cannabinoid system, breast cancer cell line, 
antibodies, dot-blot 
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1.1 Rak dojke 
Rak je splošno ime za skupino različnih bolezni, katerih osnovna značilnost sta 
nenadzorovana delitev in razrast spremenjenih, rakavih celic. Človeško telo je zgrajeno 
iz različnih vrst celic, ki rastejo in se delijo le takrat, ko organizem to potrebuje. Ker je 
življenjska doba večine celic omejena, je celična delitev, s katero nastajajo nove celice, 
nujen pogoj za obnavljanje tkiv in ohranitev zdravega organizma. Včasih pa lahko zaradi 
mutacij, ki se pojavijo kot posledica genske nestabilnosti ali okoljskih dejavnikov, pride 
do čezmerne delitve in kopičenja celic, kar ima za posledico nastanek raka. Rakave celice 
se lahko vraščajo v tkiva v okolici in jih okvarijo. Pogosto prodrejo tudi v mezgovnice in 
žile, limfni in krvni obtok pa jih razneseta v oddaljene organe, kjer nastajajo novi tumorji, 
tako imenovani zasevki ali metastaze. Rak dojke najpogosteje vznikne v mlečnih vodih 
in žleznih režnjih, torej v epitelnih strukturah; to vrsto raka imenujemo karcinom. V 
najzgodnejšem obdobju se rakave celice širijo le po duktusih oziroma lobulih. Od veziva 
(strome) jih loči bazalna membrana. To obliko imenujemo neinvazivni karcinom ali 
karcinom in situ. Če bolezen odkrijemo v tem stadiju, jo skoraj vedno pozdravimo, ker se 
celice pri tej obliki ne raznašajo po telesu. O invazivnem karcinomu govorimo takrat, ko 
so rakave celice že prebile bazalno membrano in se vraščajo v stromo dojke [1].  
Moški rak dojke je redka bolezen z vzroki, ki so nepopolno definirani in razumljeni, zato 
navadno ne pomislimo na moški del populacije, ko govorimo o takšni vrsti raka. Rak 
dojke pri moških se obnaša podobno kot se obnaša rak dojke pri ženskah po menopavzi. 
Zamuda pri diagnozi je lahko posledica nepoznavanja obstoja raka dojk pri moških. To 
negativno vpliva na prognozo, z manjšim napredkom v zadnjih 25 letih. Načela za 
zdravljenje raka dojke pri moških v veliki meri izhajajo iz naključnih kliničnih 
preskušanj, opravljenih pri ženskah. Letna razširjenost moškega raka dojke je 1 na 
100.000. Manj kot 1 %, vseh primerov bolezni z rakom dojke, se razvije pri moških [2]. 
Kljub napredku pri odkrivanju in zdravljenju metastatskega raka dojke, je umrljivost 
zaradi te bolezni še vedno visoka, ker je trenutna terapija omejena s pojavom terapevtsko 
odpornih rakavih celic. Kot posledica, metastatski rak dojke ostaja neozdravljiva bolezen 
s sedanjimi strategijami zdravljenja. Boljše razumevanje posledic teh mutacij na osnovi 
biologije novotvorbnih celic lahko privede do novih strategij zdravljenja raka dojke [3]. 
Glede na prisotnost treh receptorjev, ločimo tri podtipe raka dojke. Približno 66 % 
primerov raka dojke je hormonsko odziven tip raka. Celice hormonsko odzivnega tipa 
raka imajo receptorje za hormon estrogen (ER-pozitiven rak) in/ali za hormon 
progesteron (PR-pozitiven rak), katera sodelujeta pri rasti in širjenju rakavih celic [4, 5]. 
Raki dojke, ki izražajo tirozin kinazni receptor HER2, predstavljajo še en dobro 
opredeljen podtip raka dojke. HER2 spada v družino receptorjev za epidermalni rastni 
faktor. Ima lastno aktivnost tirozin kinaze, ob vezavi liganda ter poznejši dimerizaciji, 
aktivira številne onkogene procese, vključno s celično proliferacijo in preživetjem. 
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Prekomerno izražanje HER2 opredeljuje HER2-pozitivni tip raka dojke [5, 6]. Tretjemu 
podtipu raka dojke pravimo trojno negativni tip, pri katerem so odsotni vsi trije receptorji 
ER, PR in HER2 [5]. 
1.1.1 Zdravljenje raka dojke 
Rak dojke izjemno heterogena bolezen, ki obsega tumorje, ki so zelo raznoliki v smislu 
molekularnih podtipov, prognoze ter načina zdravljenja. Zaradi tega je možno narediti za 
vsakega pacienta unikaten načrt zdravljenja, ki ni nujno pravilen oz. optimalen. Poleg 
tega imajo trenutni načini zdravljenja neželene učinke, ki bistveno vplivajo na kakovost 
življenja bolnikov. Zato je potrebno vpeljati nove strategije zdravljenja za obvladovanje 
bolezenskega stanja raka dojke [5, 7]. Zdravljenje raka dojke poteka na več načinov, 
navadno hkrati ali v sosledju, in je odvisno od podtipa raka dojke. Z različnimi terapijami 
lahko zagotovimo, da se rak neha širiti in ga popolnoma uničimo. Ker je rak dojke zelo 
raznovrstna bolezen, z različnimi oblikami in podtipi, je težko točno določiti, katera 
oblika zdravljenja je najbolj ustrezno za določeno osebo s to boleznijo [8]. 
1.1.1.1 Operacija 
Pri večini pacientov je odstranitev tumorja z majhnim obodom normalnega tkiva dojke 
začetni diagnostični ter terapevtski postopek. Običajno je potrebno ponovno 
odstranjevanje tumorja, ker je vedno prisotna možnost, da se ni popolnoma odstranilo 
celoten tumor ali pa to ni bilo mogoče zaradi oblike tumorja [8, 9]. 
1.1.1.2 Obsevanje 
Po kirurški odstranitvi tumorja lahko v dojki ali prsni steni ostanejo rakave celice, iz 
katerih lahko ponovno zraste tumor. Namen obsevanja je uničenje teh celic. Kadar 
kirurška odstranitev tumorja ni mogoča, je namen obsevanja uničenje rakavih celic, ki 
sestavljajo tumor [10]. Pri zdravljenju uporabljajo visoko energijske gama žarke, ki so 
usmerjeni na tumor ali na mesto tumorja po operaciji [8]. Primerjava pacientov, kateri so 
prejeli obsevanje po kirurškem posegu s tistimi pacienti, ki so obsevanje odvrnili, je 
pokazala, da obsevanje po operaciji bistveno zniža stopnjo lokalne ponovitve raka po 
petih letih [10, 11]. 
1.1.1.3 Kemoterapija 
Kemoterapevtsko zdravljenje navadno poteka v ciklih, obdobju zdravljenja sledi obdobje 
okrevanja, ter nato ponovno obdobje zdravljenja. Kemoterapijo se lahko uporabi pred 
kirurškim posegom za zmanjšanje tumorja, s tem se omogoči operacijo ohranjanja dojke 
namesto mastektomije [8]. 
1.1.1.4 Hormonska terapija 
Hormonska terapija prepreči rakastim celicam pridobiti hormone, ki jih potrebujejo za 
rast. Najbolj znani sta zdravili tamoksifen ter fulvestrant, prav tako se uporablja zaviralce 
aromataz, ki zavirajo delovanje encima aromataze, kateri sodeluje pri sintezi estrogena. 
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Tamoksifen deluje kot selektivni modulator estrogenskega receptorja (SERM). V tkivu 
dojke deluje kot antagonist ER v ostalih tkivih npr. maternici lahko deluje kot agonist. Z 
vezavo na ER v tkivu dojke, prepreči estrogenu vezavo na receptorje v jedru celice  in 
posledično prepreči prepisovanje ter izražanje genov, ki so povezani s proliferacijo [3, 
12]. Fulvestrant deluje kot selektivni razgrajevalec estrogenskega receptorja (SERD). V 
vseh tkivih deluje kot antagonist ER, ob vezavi na receptor ovira estrogenu vezavo na 
receptor in spremeni receptor tako, da postane bolj hidrofoben. Zaradi večje hidrofobnosti 
postane nestabilen in napačno zvit, kar celica zazna in ga z normalnimi celičnimi procesi 
razgradi [12]. Razlika med zdraviloma izhaja iz njunega delovanja. Ker je tamoksifen 
SERM ga lahko uporabljajo osebe, ki so ali niso v menopavzi, za razliko od zdravila 
fulvestrant, ki ga lahko jemljejo le osebe v menopavzi, saj deluje kot SERD [3, 4, 12, 13].  
1.1.1.5 Imunoterapija 
Imunoterapija pomaga imunskemu sistemu pacienta pri uničevanju rakavih celic oz. 
pomaga pri nadziranju stranskih učinkov, do katerih pride zaradi drugih načinov 
zdravljenja [14, 15]. Ta način zdravljenja ni najboljši, saj je izmikanje imunskemu 
sistemu ena izmed glavnih lastnosti rakavih obolenj. Brez kombinacije z različnimi 
oblikami zdravljenja je uspešnost okrevanja 10 %, kar dodatno potrjuje, da je zaenkrat 
imunoterapija pri raku dojke neuspešna [15]. 
1.1.1.5.1 Herceptin 
V zadnjem času so, z namenom zdravljenja raka dojke, razvili protitelesa, ki se vežejo na 
receptorje, kateri sodelujejo v onkogenih procesih. Primer takega protitelesa je herceptin. 
Z uporabo herceptina, ki je humanizirano monoklonsko protitelo proti ekstracelularni 
domeni HER2, se je bistveno izboljšal rezultat zdravljenja te bolezni [5]. Herceptin deluje 
tako, da se na površini celic raka dojke veže na HER2 in celicam prepreči sprejemanje 
rastnih signalov. Z blokiranjem signalov, lahko to protitelo upočasni ali ustavi rast raka 
dojke. Herceptin deluje tudi tako, da opozori imunski sistem, da uniči rakave celice, na 
katere je pritrjen [16]. 
1.2 Endokanabinoidni sistem 
ECS je sestavljen iz kanabinoidnih receptorjev (CB), endogenih kanabinoidnih ligandov 
ter encimov, ki sodelujejo v metabolizmu endokanabinoidov. Sistem ECS sodeluje v 
regulaciji fizioloških ter kognitivnih procesov, vključno s plodnostjo, nosečnostjo, 
imunskim sistemom, apetitom, občutkom za bolečino, razpoloženjem, spominom ter pri 
posredovanju farmakoloških učinkov kanabinoidov [17, 18]. Zaenkrat še ni dovolj 
kliničnih rezultatov, ki bi točno opisali, kako ECS deluje pri raznih bolezenskih stanjih. 
1.2.1 Ligandi endokanabinoidnega sistema 
Glede na izvor ločimo tri glavne skupine ligandov ECS. Endokanabinoidi, ki nastajajo v 
telesu in aktivirajo CB; fitokanabinoidi, ki jih najdemo v rastlinah Cannabis sativa, 
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Cannabis indica in Cannabis ruderalis; ter sintetični kanabinoidi, ki so umetno 
ustvarjeni. Njihova laboratorijska sinteza temelji na obliki rastlinskih kanabinoidov. 
Vsaka skupina ligandov ter ligandi znotraj iste skupine imajo različno afiniteto do CB in  
različen način vezave na CB, zato različno učinkujejo na človeški organizem [19]. 
1.2.1.1 Endokanabinoidi 
Endokanabinoidi so derivati arahidonske kisline, ki so endogeno sintetizirani in so 
podobni lipidnim signalnim molekulam (eikozanoidi, kot so prostaglandini ali 
levkotrieni). Najbolje proučeni endokanabinoidi so anandamid oz. N-
arahidonoiletanolamin (AEA); 2-arahidonoilglicerol (2-AG); ester arahidonske kisline in 
etanolamina, ki je podoben anandamidu, virodamin;  2-arahidonil gliceril eter oz. noladin 
eter, ki je analog 2-AG (slika 1) [19, 20]. Najdemo jih v krvni plazmi, možganih in 
perifernem tkivu. Virodamin ter noladin imata bistveno nižjo afiniteto do CB v primerjavi 
z AEA ter 2-AG, zato je vprašljiva njuna vloga kot endokanabinoidna liganda. 
Monoglicerid 2-AG je metabolni intermediat v maščobnem metabolizmu, AEA je  
produkt cepitve membranskih fosfolipidov, obe molekuli se različno sintetizirata in 
razgradita [20, 21]. Ko se 2-AG in AEA tvorita, se vežeta na CB v isti celici, kjer sta bila 
sintetizirana, z difuzijo znotraj plazmaleme ali pa se lahko sprostijo v zunajcelično 
tekočino, kjer dosežejo oddaljene cilje s prenašalnimi proteini kot sta lipokalin in 
albumin. Razgradnjo endokanabinoidov izvajata dva specifična encima: hidrolaza 
amidov maščobnih kislin (FAAH) ter monoglicerid lipaza (MAGL). FAAH lahko 
razgradi različne amide maščobnih kislin, med njimi tudi AEA. Čeprav lahko FAAH 
inaktivira 2-AG, je MAGL glavni encim, ki izvaja razgradnjo tega monoglicerida [20, 
22]. 
1.2.1.2 Fitokanabionidi 
Fitokanabinoidi so kanabinoidi, ki jih sintetizirajo rastline rodu Cannabis. Te rastline 
proizvajajo več kot 400 spojin, med njimi jih je 66 do 113 kanabinoidnih, ki imajo lahko 
različne učinke na človeško telo, včasih celo nasprotujoče. Koncentrirani so v viskozni 
smoli, ki nastaja v strukturah, znanih kot žlezni trihomi [23]. Med njimi so najbolj znani 
∆9-tetrahidrokanabinol (THC), kanabidiol (CBD) ter kanabinol (CBN) (slika 1).  
Konopljo uporabljajo predvsem mladi v rekreacijske namene, zaradi vsebnosti THC, saj 
nudi blagodejne psihoaktivne učinke. V ekstremnih primerih lahko THC inducira 
halucinacije, spremembo mišljenja ali celo povzroči zablodo. Nekateri uporabniki 
uporabljajo konopljo v zdravilne namene, ker ima CBD sproščujoče učinke kot so npr. 
otopitev bolečine, zmanjšanje stresa in tesnobe. V zdravstvene namene je CBD 
uporabljen pri boleznih kot so epilepsija, multipla skleroza, shizofrenija in Parkinsonova 
bolezen. Prav tako se uporablja CBD kot podporno zdravljenje pri raku, v namen 
povečanje apetita in manjšanje slabosti. Premalo je bilo opravljenih raziskav v povezavi 
s fitokanabinoidi, s katerimi bi lahko odkrili vse njihove blagodejne učinke in njihov 
potencial za uporabo v medicini. Zaradi pomanjkanja raziskav, se fitokanabinoide pri 
raku dojke uporablja le v namen podpornega zdravljenja [23, 24]. 
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1.2.1.3 Sintetični kanabinoidi 
Leta 1984 je častni profesor organske kemije, John William Huffman, pričel s sintezo 
kanabinoidnih spojin, ki so bile po lastnostih podobne THC. V obdobju dvajsetih let je 
uspel sintetizirati več kot 400 kanabinoidov, ki jih je uporabil kot farmakološko orodje za 
proučevanje endokanabinoidov ter genetike CB [25]. Njegove raziskave so nekateri 
zlorabili in pričeli sami sintetizirati kanabinoide, katere so kasneje prodali kot drogo. 
JWH-018 je eden izmed najmočnejših sintetičnih kanabinoidov, ki jih je John W. 
Huffman sintetiziral, in je najpogosteje zlorabljen sintetični kanabinoid (slika 1). Pred 
nastankom sintetičnih kanabinoidov ni bilo zabeleženih smrtnih primerov predoziranja s 
kanabinoidi. Odkar je JWH-018, z uličnim imenom K2, prišel v Evropo, se število 
smrtnih primerov predoziranja vsako leto drastično povečuje [26, 27]. 
 
Slika 1. Ligandi endokanabinoidnega sistema. Prirejeno po [22]. Prikaz strukturnih formul 
endokanabinoidov, fitokanabinoidov in sintetičnih kanabinoidov. AEA, anandamid; 2-AG, 2-arahidonoil 
glicerol; CBD, kanabidiol; JWH, sintetični kanabinoid (1-pentil-3-(1-naftoil)indol); THC, ∆9-
tetrahidrokanabinol; CBN, kanabinol. 
1.2.2 Kanabinoidni receptorji 
Kanabinoidni receptorji spadajo v razred celičnih membranskih receptorjev, natančneje 
v superdružino z G proteini sklopljenih receptorjev (GPCR). Imajo sedem 
transmembranskih domen, kar je tipično za  GPCR. Aktivirajo jih ligandi, ta aktivacija 
pa ima lahko različne farmakološke ter fiziološke učinke [28].  V 90-tih letih prejšnjega 
stoletja so uspešno klonirali dva glavna kanabinoidna receptorja. CB1 se v glavnem 
nahaja na koncih živčnih celic (centralni in periferni nevroni ter glia celice), v 
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reproduktivnem sistemu npr. testisih, nekaterih žleznih sistemih in v mikrocirkulaciji. 
CB2 najdemo v limfatičnih organih imunskega sistema. Najvišja stopnja izraženosti 
receptorja je na limfocitih B, zmerna stopnja izraženosti je na monocitih in 
polimorfonuklearnih levkocitih (nevtrofilcih) in najnižja stopnja izraženosti je na 
limfocitih T. Zanimiva vidika kanabinoidnih receptorjev sta njihovo izražanje med 
razvojem možganov, kjer nadzorujejo diferenciacijo celic, in njihova prisotnost v 
tumorskih celicah, pridobljenih iz glialnih celic ter glavnega epitelija [20, 28].  Z 
začetkom novega tisočletja so klonirali GPR55, ki je GPCR z vrstnim številom 55. Ta je 
uspešno vezal nekatere kanabinoidne in ne kanabinoidne ligande, zato je eden izmed 
glavnih receptorjev, ki bi lahko bil kategoriziran kot tretji kanabinoidni receptor oz. 
kanabinoidni receptor tipa 3 [29-31]. 
1.2.2.1 Kanabinoidni receptor 1 
Protein CB1 je kodiran na genu CNR1 in je pri ljudeh sestavljen iz 472 aminokislin. CNR1 
je lociran na šestem kromosomu, na mestu 6q14–q15 in vsebuje 4 eksone (slika 2). 
Celotna protein kodirajoča regija CB1 se nahaja znotraj četrtega eksona. Poleg kanonične 
dolge oblike CB1 poznamo še dve dodatni izoobliki s krajšim N-koncem, obe pa sta 
posledica alternativnega spajanja mRNA. To sta CB1a, sestavljen iz 411 aminokislin, ter 
CB1b, ki sestoji iz 439 aminokislin [29]. Različni vzorci izražanja teh treh izooblik so 
bili opaženi na ravni mRNA v človeških možganih, skeletnih mišicah, jetrih in otoku 
trebušne slinavke.  CB1 v celotni dolžini dominira v možganih in skeletnih mišicah, 
medtem ko CB1a in CB1b (z delecijo aminokislin na N-koncu) kažeta višjo stopnjo 
izražanja v jetrnih celicah in otočkih trebušne slinavke, kjer sta vključena v presnovo [32, 
33]. Večina CB1 se poveže z Gi/o proteini. Aktivacija CB1 kaže svoje učinke predvsem z 
aktivacijo Gi proteinov, ki z zaviranjem delovanja encima adenilat ciklaze (AC) 
zmanjšujejo koncentracijo znotrajceličnega cikličnega adenozin monofosfata (cAMP). 
Posledica znižane koncentracije cAMP je manjša aktivnost protein kinaze A (PKA). 
Alternativno je v nekaterih redkih primerih aktivacija receptorjev CB1 lahko povezana s 
proteini Gs, ki stimulirajo AC. Aktivacija lahko tudi blokira K
+ ter Ca2+ ionske kanalčke 
in poveča koncentracijo z mitogenom aktivirane protein kinaze (MAPK) [17, 27, 34]. 
 
 
Slika 2. Struktura gena CNR1, ki kodira za CB1. Prirejeno po [33]. Kvadrati - eksoni, rdeče - 
nekodirajoči del, modro – kodirajoči del. 
1.2.2.2 Kanabinoidni receptor 2 
CB2 kodira gen CNR2 in je pri ljudeh sestavljen iz 360 aminokislin. CNR2 je lociran na 
prvem kromosomu, na mestu 1p36.11 in vsebuje 3 eksone (slika 3). Celotna protein 
kodirajoča regija CB2 se nahaja znotraj tretjega eksona. Znani sta dve izoobliki CB2A ter 
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CB2B, ki nastaneta z alternativo uporabo promotorja na 5'-UTR [27]. CB2 je najbolj 
izražen v celicah imunskega sistema, z najvišjo stopnjo izraženosti v limfocitih B, 
limfocitih T in v naravnih celicah ubijalkah. Izoobilka CB2A je najbolj izražena v testisih 
in v veliko manjši meri v možganih, medtem ko izraženost izooblike CB2B prevladuje v 
vranici in levkocitih [27, 35]. Protein, ki ga kodira CNR2 gen, je 44 % identičen proteinu, 
ki ga kodira CRN1. Aktivacija CB2 ima podobne učinke kot aktivacija CB1. Tako kot 
receptorji CB1 tudi receptorji CB2 zavirajo aktivnost AC prek svojih podenot Giα/Goα. 
CB2 se lahko tudi povezuje s stimulacijskimi podenotami Gαs, kar vodi do povečanja 
koncentracije cAMP [21, 33, 35]. Preko podenote Gβγ je CB2 povezan tudi s signalno 
potjo MAPK-ERK, ki je zapletena in zelo ohranjena signalna transdukcijska pot, ki 
uravnava številne celične procese v zrelih in razvijajočih se tkivih. Aktivacija poti 
MAPK-ERK z agonisti receptorjev CB2, ki delujejo preko podenote Gβγ, povzroči 
spremembe v migraciji celic. [17, 34]. 
 
 
Slika 3. Struktura gena CNR2, ki kodira za CB2. Prirejeno po [33]. Kvadrati - eksoni, rdeče - 
nekodirajoči del, modro – kodirajoči del.  
1.2.2.3 GPR55 
GPR55 kodira gen GPR55 in je protein, ki je dolg 319 aminokislin. Gen GPR55 najdemo 
na drugem kromosomu, na mestu 2q37.1, število eksonov ni znano. Druge izooblike prav 
tako zaenkrat niso znane. GPR55 se z visoko izraženostjo nahaja v regijah osrednjega 
živčevja, vključno s hipokampusom, hipotalamusom, majhnimi možgani in talamusom. 
Izraža se tudi v perifernih tkivih, kot so endotelijske celice, nadledvične žleze in prebavila 
[36]. V zadnjem času je bilo opaženo visoko izražanje GPR55 tudi na limfocitih in v 
vranici. Izraženi so prav tako na številnih rakavih celicah, kar je povezano s hitrostjo 
širjenja rakavih celic. Kljub temu, da si GPR55 deli številne ligande s CB1 in CB2, kar 
kaže na to da je GPR55 primeren kandidat za klasifikacijo kot CB3, je identičnost na 
ravni aminokislin s CB1 le 13,5 %, s CB2 pa le 14,4 %. Definitivno je član GPCR, čeprav 
ima nizek procent identičnosti na ravni aminokislin z obema CB, saj je homologija 
aminokislin s purinergičnim receptorjem P2Y5 25 %, z GPR23 30 % ter z GPR35 27 %, 
vsi trije receptorji pa so člani družine GPCR [31]. Trenutno niso dovolj dobro poznani 
učinki aktivacije GPR55 in katere signalne poti sproži ta aktivacija, znano pa je, da se 
nekoliko razlikujejo od učinkov aktivacije CB1 ter CB2. GPR55 je sklopljen z 
Gα12,13 proteini, ti proteini pa aktivirajo Ras homologno gensko družino A (RhoA) in z 
Rho povezane proteinske kinaze (ROCK). Aktivacija RhoA ter ROCK omogoči signalni 
poti, preko fosfolipaze C, povečanje koncentracije znotrajceličnega Ca2+, aktivira majhne 
proteine Rac in Cdc42, ki hidrolizirajo gvanozin-5'-trifosfat (GTP) in vklopi ERK 
fosforilacijo. G proteina Gα12 in G α13 regulirata preoblikovanje aktinskega citoskeleta v 
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celicah tekom premikanja in migracije, tudi pri metastazi rakavih celic, kar odpira 
možnost, da se upošteva GPR55 kot novo terapevtsko tarčo in potencialen biološki 
označevalec v onkologiji [29, 30]. 
1.3 Endokanabinoidni sistem in rak  
Kanabinoidi vplivajo na širjenje, migracijo in apoptozo rakavih celic. Mehanizmi, ki so s 
tem povezani, so precej zapleteni in naše razumevanje teh procesov ostaja nepopolno. Ti 
mehanizmi, kot so signalna kaskada ERK, signalna pot p38-MAPK, aktivacija kaspaz, 
aktivacija kapsaicinskega  oz. vaniloidnega receptorja TRPV1, aktivacija tumorske poti 
PI3K/PKB ter različnih tumorskih kaskad, se razlikujejo pri različnih vrstah raka, 
poročali pa so tudi o pro- in anti-apoptotskih učinkih kanabinoidov pri isti vrsti raka [7]. 
1.3.1 Mehanizmi in signalne poti, ki vplivajo na apoptozo, proliferacijo in migracijo 
rakavih celic 
Številne študije so pokazale, da je mehanizem delovanja kanabinoidnih ligandov pro-
apoptotski in anti-tumorski (slika 4). Kanabinoidi inducirajo de novo sintezo ceramida, ki 
sodi v družino lipidnih molekul sestavljenih iz sfingozina ter maščobne kisline in ga 
najdemo v celični membrani. Sinteza ceramida se prične z aktivacijo encima ceramid 
sintaze in vodi do aktivacije signalne kaskade ERK.  Rezultat tega procesa je ustavitev 
celičnega cikla in apoptoza. Aktivacija CB1/CB2 torej sproži signalno pot ceramid-ERK, 
ki spodbuja apoptozo [7]. Povečane koncentracije ceramida lahko tudi aktivirajo signalno 
pot  p38-MAPK, katera vodi v apoptozo preko številnih mehanizmov (preko aktivacije 
cisteinskih proteaz, kot so npr. kaspaze ali preko sproščanja citokroma C iz mitohondrija). 
Trajna aktivacija ERK spodbuja tudi indukcijo ciklin kinaznega inhibitorja (p27/KIP1), 
ki modulira regulatorne molekule celičnega cikla (ciklini, ciklin odvisne kinaze), kar 
povzroči ustavitev celičnega cikla ter apoptozo [7, 34]. Ustavitev celičnega cikla 
vključuje zvišanje ravni proteina p53, ki različno spreminja stopnjo izražanja pro-/anti-
apoptotskih proteinov (npr. zviša raven pro-apoptotskega proteina Bax in zniža raven 
anti-apoptotskega proteina Bcl2, s tem se premakne razmerje Bax:Bcl2 v smer Bax), kar 
na koncu privede do aktivacije kaspaz, ki igrajo bistveno vlogo pri sprožitvi apoptoze. 
Aktivacija CB1/CB2 inhibira aktivnost AC in zniža raven cAMP ter aktivnost PKA, kar 
zniža raven prepisovanja genov in vodi v apoptozo [7, 32, 34]. Aktivacija kapsaicinskega  
oz. vaniloidnega receptorja TRPV1 prav tako vodi v povišano raven vodikovega 
peroksida in/ali Ca2+, ali v sproščanje citokroma C iz mitohondrija, kar povzroči 
apoptozo. Ligandi CB1 imajo pro-apoptotske značilnosti preko inhibicije Ras proteinov, 
ki so vključeni v induciranje sinteze DNA. Pomembno je poudariti, da lahko aktivacija 
CB1 sproži aktivacijo različnih tumorskih kaskad, ki so povezane z spodbujanjem 
preživetja rakavih celic in inhibicijo apoptoze. Ligandi CB1 prav tako stimulirajo 
tumorsko pot PI3K/PKB, pomembno tumorsko pot, ki je vpletena v preživetje celic. 
Študije torej poročajo o pro-apoptotskih in o anti-apoptotskih učinkih kanabinoidov, kar 
povečuje možnost, da lahko neuravnovešen ECS prispeva k razvoju raka/tumorja [7, 37]. 
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Potrebno bo opraviti dodatne raziskave, ki bodo določile ravnotežje med različnimi 
mehanizmi in kako ti mehanizmi vplivajo na rak in vivo. Fitokanabinoidi lahko motijo 
sposobnost lizofosfatidilinositola (LPI), ki je domnevni endogeni ligand GPR55, pri 
spodbujanju širjenja rakavih celic preko aktivacije domnevnega kanabinoidnega 
receptorja [7]. Predobdelava celic raka dojke s CBD ali z SR141716A (CB1 antagonist, 
ki ima lastnosti agonista/antagonista pri GPR55), blokira sposobnost LPI da bi induciral 
proliferacijo celic preko GPR55 (slika 4). Aktivacija GPR55 preko LPI spodbuja 
proliferacijo rakavih celic z aktivacijo značilnih znotrajceličnih tumorskih kaskad (ERK, 
AKT in mobilizacija Ca2+ ionov) [7, 30]. 
 
   
Slika 4. Shematski prikaz različnih mehanizmov/signalnih poti, preko katerih kanabinoidi vplivajo 
na apoptozo, proliferacijo in migracijo celic. Prirejeno po [7]. AC, adenilat ciklaza; AKT, protein kinaza 
B; ATP, adenozin trifosfat; Bax, pro-apoptotski protein; Bcl2, anti-apoptotski protein; cAMP, ciklični 
adenozin monofosfat; CB1, kanabinoidni receptor 1; CB2, kanabinoidni receptor 2; Cdk-ji, ciklin odvisne 
kinaze; ERK, zunajcelično regulirana kinaza; GPR55, z G proteini sklopljen receptor 55; H2O2, vodikov 
peroksid; p27/KIP1, ciklin kinazni inhibitor; p53, p53 protein; p21ras, p21ras protein; PI3K, 
fosfatidilinozitol 3-kinaza; PKA, protein kinaza A; PKB, protein kinaza B; Raf-1, Raf-1 protein; TRPV1, 
kapsaicinski  oz. vaniloidni receptor TRPV1. 
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1.3.2 Endokanabinoidni sistem in rak dojke 
V celicah raka dojke agonisti kanabinoidnih receptorjev zavirajo proliferacijo celic raka 
dojke z znižanjem ravni izražanja visoko afinitetnega živčnega rastnega dejavnika (Trk) 
in prolaktinskega receptorja (PRL). Preko cAMP/PKA/MAPK/Raf-ERK signalnih poti 
je prav tako motena proliferacija celic, saj se zniža raven izražanja genskega produkta 
gena BRCA1, ki je gen dovzetnosti za pojav raka dojk (slika 5) [7, 34]. Poleg tega je bilo 
dokazano da lahko THC zniža raven Cdc-2 (p34 ciklin odvisna kinaza, ki nadzira prehod 





Slika 5. Shematski prikaz mehanizmov/signalnih poti, preko katerih kanabinoidi vplivajo na 
apoptozo, proliferacijo in migracijo celic raka dojke. Prirejeno po [7]. BRCA1, protein BRCA1; 
cAMP, ciklični adenozin monofosfat; CB1, kanabinoidni receptor 1; CB2, kanabinoidni receptor 2; Cdc2, 
p34 ciklin odvisna kinaza; ERK, zunajcelično regulirana kinaza; PKA, protein kinaza A; PRL, prolaktinski 
receptor; Trk, visoko afinitetni živčni rastni dejavnik. 
 
 
Žal ne poznamo vseh mehanizmov/signalnih poti preko katerih kanabinoidi vplivajo na 
apoptozo, proliferacijo in migracijo rakavih celic. S pospešenim raziskovanjem ECS bi 
lahko pridobili te odgovore, ki bi pripomogli k boljšemu razumevanju delovanja ECS. 
Prav tako bi se lahko potencialno izboljšal način zdravljenja bolnih ljudi. Pri ljudeh še ni 
bilo izvedenih kliničnih raziskav s kanabinoidi v povezavi z rakom dojke, zato je 
prepovedana uporaba kanabinoidov za zdravljenje te bolezni. Lahko se jih pa uporablja z 
namenom zmanjševanja slabosti in bolečine po obsevanjih, kemoterapiji itd. [17, 18]. 
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1.4 Zaznava kanabinoidnih receptorjev 
Kanabinoidne receptorje lahko zaznamo z ustreznimi in specifičnimi protitelesi. 
Najpogosteje jih zaznamo z imunohistokemijsko metodo ali z metodo prenosa Western. 
Problem zanesljivosti protiteles v raziskavah je zdaj dosegel točko, ko številne znanstvene 
revije zavračajo kakršnokoli delo, ki nima ustreznih kontrol za potrditev protiteles. Kljub 
temu je raziskovalcem še vedno običajno, da se zanašajo na pozitivne kontrole in le 
minimalne negativne kontrole (npr. kontrole blokiranja peptidov) [38]. Potrebno je biti 
pozoren pri izbiri primernega protitelesa. Kljub temu da ima izbrano protitelo visoko 
afiniteto do CB, lahko to protitelo ni specifično. Posledica tega so nespecifične vezave s 
proteini podobne velikosti in drugimi izooblikami tarčnega proteina [38]. 
V študijah na raku dojke, so bila najpogosteje uporabljena protitelesa dveh proizvajalcev, 
Abcam in Santa Cruz Biotechnology, rezultati raziskav pa so bili enotni [35, 38, 39, 40]. 
Čeprav je vezava protiteles proti CB1/CB2 sprva kazala na to, da so ustrezna, so pri miših, 
s tehnologijo izbijanja genov (CNR1/CNR2), opazili veliko nespecifičnih vezav. Kljub 
visoki afiniteti do CB1/CB2, ta vezava ni specifična, ker kljub njuni odsotnosti v celični 
membrani, vseeno dobimo lažno pozitiven rezultat [38, 40]. Na voljo je še veliko drugih 
proizvajalcev kot so Life Technologies,  Sigma-Aldrich, Merck Millipore itd. Ker je 
premalo zanesljivih študij, je težko pravilno sklepati o ustreznosti protiteles proti 
CB1/CB2 [39]. 
1.4.1 Analiza zaznave izražanja CB na podlagi predhodnih raziskav   
Veliko raziskav je bilo opravljenih z namenom zaznave izražanja CB v celičnih linijah 
raka dojke. V ta namen so uporabili različne metode za zaznavo izražanja. Rezultati 
raziskav so podani v preglednici 1. 
Preglednica 1. Pregled izražanja CB na podlagi predhodnih raziskav. 
celična linija raka dojke izražanje CB vir 
MDA-MB-231 izraža CB1 in CB2 [41], [42], [43], [44], [45] 
MDA-MB-361 ni podatkov o izražanju / 
MCF-7 izraža CB1 in CB2 [41], [44], [46], [47] 
T-47D izraža CB1 in CB2 [41], [46], [47] 
SK-BR-3 izraža CB1 in CB2 [46], [48] 
 
V sklopu magistrske naloge F. Krstanovič smo z metodo prenosa Western analizirali 
zaznavo izražanja CB v celičnih linijah raka dojke (MCF-7, T-47D, SK-BR-3, MDA-
MB-231, MDA-MD-361, MCF-10A) s protitelesi proizvajalcev Abcam in Santa Cruz 
Biotechnology [49]. V raziskavi so pozitivno kontrolo za izražanje CB1 in CB2 
predstavljale glioma celice, negativno kontrolo pa celična linija dojke MCF-10A. Pri 
zaznavi izražanja CB1 s poliklonskimi protitelesi proizvajalca Abcam se signali niso 
pojavili v pričakovanem intervalu 53-60 kDa, ampak v intervalu 111-113 kDa. Možen 
Patrik Levačić. Izbor protiteles za kvantitativno določitev kanabinoidnih receptorjev v celičnih 




vzrok za prisotnost CB1 pri višjih signalih je tvorba receptorskih multimerov, v tem 
primeru dimerov, saj velikost signala ustreza dvojni vrednosti pričakovane molekulske 
mase (slika 6). Pri zaznavi izražanja CB2 s protitelesi Abcam signali prav tako niso 
ustrezali predvideni molekulski masi 45 kDa, ampak so bili nekoliko nižji v intervalu 36-
42 kDa. Predvidevamo, da so to signali za prisotnost CB2. Prav tako so se pojavili signali, 
ki kažejo na dimerizacijo receptorjev. Vse testirane izbrane celične linije raka dojke, 
razen celične linije T-47D, kažejo na izražanje CB2 (slika 6). Pri zaznavi CB1 in CB2 so 
bili pričakovano prisotni signali pozitivne kontrole. Pri zaznavi CB1 ni bilo prisotnega 
signala negativne kontrole, prisoten pa je bil pri zaznavi CB2. To je zelo zanimiv rezultat, 
saj so Elbaz in sod. v svoji raziskavi dokazali, da se CB2 visoko izraža v celičnih linijah 
MCF-7, MDA-MB-231 ter T-47D [41]. 
Pri zaznavi izražanja CB1 s monoklonskimi protitelesi proizvajalca Santa Cruz 
Biotechnology so bili rezultati raziskave boljši. Izmerjen signali se pojavljajo v intervalu 
50-54 kDa (slika 7), kar je v skladu z predvideno vrednostjo 50-55 kDa, ki jo je določil 
proizvajalec. Glede na rezultate so protitelesa proti CB1 visoko specifična, CB1 pa ima 
visoko stopnjo izražanja v  celičnih linijah MCF-7, T-47D in SK-BR-3 (slika 7). Pri 
zaznavi izražanja CB2 s protitelesi Santa Cruz Biotechnology so signali bili ponovno v 
predvidenem intervalu 63-68 kDa. Rezultati raziskave kažejo na to, da se CB2 izraža v 
vseh izbranih celičnih linijah raka dojke. Pri zaznavi CB1 in CB2 so bili prisotni signali 
pozitivne kontrole. Zanimivo je, da so signali negativne kontrole bili prisotni pri zaznavi 
CB1 in CB2. 
Ena izmed ključnih stopenj pri določanju specifičnosti protiteles, je izbira ustrezne 
delovna koncentracije. Pri previsoki koncentraciji se protitelesa lahko vežejo na 
nespecifične tarče, pri prenizki ne zaznajo specifičnih tarč. Zato je za nadaljnje raziskave 
potrebna optimizacija metode prenosa po Westernu. V namen določitve ustrezne delovne 
koncentracije protiteles se uporablja tudi metoda točkovnega nanosa. 
1.4.2 Zaznava proteinov z metodo točkovnega nanosa 
Metoda točkovnega nanosa je podobna metodi prenosa Western, le da ne daje informacij 
o velikosti proteinov tekom zaznavanja, ter je hitrejša in varčnejša metoda. V namen 
uporabe te tehnike se pridobi proteine iz ciljnega vzorca, nato se te proteine nanese na 
membrano brez predhodne ločbe proteinov z elektroforezo in ostalih korakov prenosa, ki 
bi jih morali opraviti pri metodi Western [50]. 
Namen uporabe metode točkovnega nanosa je določitev ustrezne delovne koncentracije 
protiteles. V splošnem, pri metodi točkovnega nanosa nakapamo vzorce proteinov 
zadostne koncentracije, ki smo jih pridobili iz celičnega lizata z lizo celic, na 
nitrocelulozno membrano oz. na membrano iz poliviniliden diflourida (PVDF). Sledi 
sušenje membrane z namenom vezave proteinov na membrano. Nato membrano 
inkubiramo v blokirnem pufru ali nemastnem mleku, kar v procesu inkubacije protiteles 
prepreči nespecifično vezavo protiteles na membrano. Nato inkubiramo membrano v 
Patrik Levačić. Izbor protiteles za kvantitativno določitev kanabinoidnih receptorjev v celičnih 




raztopini primarnih protiteles različnih koncentracij. Po opravljeni inkubaciji inkubiramo 
membrano še v raztopini sekundarnih (detekcijskih) protiteles različnih koncentracij, ki 
so konjugirana z molekulo kot sta hrenova peroksidaza (HRP) ali alkalna fosfataza. Po 
vezavi protiteles inkubiramo membrano v kemiluminiscenčnem substratu in posnamemo 




Slika 6. Zaznavanje CB v izbranih celičnih linijah raka dojke s protitelesi proizvajalca Abcam. 
Povzeto po [49]. a) analiza s protitelesi proti CB1 na izbranih celičnih linijah raka dojke. b) analiza s 
protitelesi proti CB2 na izbranih celičnih linijah raka dojke. 
 
 
Slika 7. Zaznavanje CB v izbranih celičnih linijah raka dojke s protitelesi proizvajalca Santa Cruz 
Biotechnology. Povzeto po [49]. a) analiza s protitelesi proti CB1 na izbranih celičnih linijah raka dojke. 
b) analiza s protitelesi proti CB2 na izbranih celičnih linijah raka dojke. 
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2. Namen dela 
Namen diplomskega dela je uporaba metode točkovnega nanosa, z namenom določitve 
ustrezne delovne koncentracije primarnih ter sekundarnih protiteles proti CB1, CB2 in 
GPR55. Poleg tega bomo z metodo točkovnega nanosa preverili ustreznost protiteles dveh 
proizvajalcev, Santa Cruz Biotechnology in Abcam. Za kvantitativno določitev 
kanabinoidnih receptorjev bomo izbrali tista protitelesa, ki imajo boljše rezultate pri 
zaznavanju vezave na CB. V ta namen smo izbrali celično linijo, ki izraža CB1, CB2 in 
GPR55, ter pripravili topno frakcijo celičnega lizata  in določili  koncentracijo proteinov. 
 
Hipoteza 1.: Z metodo točkovnega nanosa bomo potrdili izražanje CB1, CB2 in GPR55 
v izbrani celični liniji raka dojke ter določili ustrezno delovno koncentracijo primarnih in 
sekundarnih protiteles. 
Pričakujemo, da bodo naši rezultati pripomogli pri kvantitativni določitvi kanabinoidnih 
receptorjev v celičnih linijah raka dojk z metodo prenosa Western in nadaljnjih raziskavah 
na področju CB. 
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3. Materiali in metode 
3.1 Celične linije raka dojke 
Uporabili smo celični pelet nesmrtne celične linije raka dojke T-47D, ki je bil pridobljen 
v sklopu magistrskega dela F. Krstanović [49]. V namen preliminarne analize smo prav 
tako uporabili predhodno pripravljene celične pelete celičnih linij MCF-7 in T-47D. Peleti 
so bili pridobljeni z gojenjem celic. Po tripsinizaciji konfluentnih celic in dodatku 
rastnega medija so bile celice centirfugirane 3 min na 635 x g. Supernatant, ki vsebuje 
rastni medij in tripsin, je bil odstranjen in celični pelet resuspendiran v 1 mL fosfatnem 
pufru z NaCl (PBS) ter prenesen v 1.5 mL mikrocentrifugirko. Raztopina celičnega peleta 
je bila ponovno centrifugirana 3 min na 635 x g. Po centrifugiranju je bil supernatant 
odstranjen in celični pelet shranjen v zamrzovalniku pri -20°C za kasnejšo uporabo. 
Podatki o celičnih peletih so navedeni v preglednici 2. 
 
Preglednica 2. Podatki o peletih celičnih linij raka dojke in namen uporabe. 
celična linija zaznavanje receptorja 
MCF-7 
(predhodno pripravljen pelet) 
CB2 
T-47D 
(predhodno pripravljen pelet) 
CB1, CB2 
T-47D 
(sveže pripravljen pelet) 
CB1, CB2, GPR55 
 
Z namenom uvajanja v delo po protokolu za metodo točkovnega nanosa, smo prilagodili 
izvedbo prvih dveh eksperimentov. Uporabili smo proteine iz celične linije MCF-7 s 
koncentracijo 11,43 µg/µl, ki so bili na voljo v zamrzovalniku pri -20°C še preden smo 
sami pripravili topno frakcijo celičnega lizata iz celičnega peleta celične linije T-47D. Na 
podlagi rezultatov diplomskega naloge J. Murn smo uporabili to celično linijo raka dojke, 
ker izraža CB2 [52].  Za preliminarno analizo točkovnega nanosa na celični liniji T-47D 
smo ponovno prilagodili izvedbo eksperimenta. Uporabili smo proteine iz celične linije 
T-47D s koncentracijo 4,13 µg/µl , ki so bili prav tako že na voljo v zamrzovalniku pri -
20°C še preden smo sami pripravili topno frakcijo celičnega lizata  iz celičnega peleta 
celične linije T-47D. Za nadaljnjo analizo točkovnega nanosa na celični liniji T-47D, smo 
na membrano narisali mrežo po postopku opisanem v točki 3.4.1 in jo razrezali kot je 
prikazano na sliki 8. Hkrati smo pripravili dve membrani, ker smo želeli sočasno nanesti 
proteine za imunodetekcijo CB1 in CB2.  Uporabili smo proteine iz celične linije T-47D 
s koncentracijo 7,5 µg/µl, ki so bili na voljo v zamrzovalniku pri -70°C še preden smo 
sami pripravili topno frakcijo celičnega lizata iz celičnega peleta celične linije T-47D. 
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3.2 Celična linija raka dojke, ki izraža CB1, CB2 in GPR55 
Celično linijo raka dojke T-47D smo izbrali na podlagi rezultatov magistrskega dela F. 
Krstanovič, v katerem je v celični liniji z metodo WB potrdil izražanje CB1 in CB2 [49]. 
Za analizo je proučil dostopno literaturo o izražanju CB1 in CB2 in uporabil javno 
dostopno podatkovno bazo Cancer Cell Line Encyclopedia 
(https://www.ebi.ac.uk/gxa/experiments/E-MTAB-2770/Results), ki zagotavlja javni 
dostop do genomskih podatkov, analiz in vizualizacije za več kot 1100 celičnih linij. 
Rezultati iskanja po podatkovni bazi Cancer Cell Line Encyclopedia so pokazali, da imajo 
vse izbrane celične linije raka dojke nizko raven mRNA. To pa ne pomeni, da je tudi 
raven proteinov nizka. Vrednosti se lahko razlikujejo zaradi ravni izražanja, stabilnosti 
ter mRNA regulatornih procesov. V literaturi je bilo potrjeno, da celična linija T-47D 
izraža CB1 in CB2. 
Ker ni veliko opravljenih študij o izražanju GPR55 v celičnih linijah raka dojke, ni bilo 
mogoče pridobiti dovolj podatkov, ki zanesljivo kažejo na izražanje receptorja v celičnih 
linijah.  M. Badolato in sod. so v svoji študiji uporabili celično linijo raka dojke T-47D 
za določanje vpliva anti-proliferativnih sredstev na celice, ki izražajo GPR55 [53]. Na 
podlagi ene študije ne bi bilo pravilno sklepati o izražanju receptorja. Kljub majhni 
količini podatkov, ki so nam bili na voljo, smo izbrali celično linijo T-47D kot celično 
linijo raka dojke, ki izraža GPR55. Tako smo pri kasnejšem nanosu proteinov na 
membrano nanesli enak volumen celičnega lizata kot pri zaznavanju CB1 in CB2, ker 
smo za imunodetekcijo vseh treh receptorjev uporabili topno frakcijo celičnega lizata iste 
celične linije. 
 
3.3 Priprava topne frakcije celičnega lizata iz celičnega peleta 
Pred uporabo celičnega peleta smo pelet centrifugirali 1 min na 1.000 x g pri 4°C, 
supernatant smo zavrgli in postavili pelet na led. Da smo odstranili preostali PBS pufer 
iz celičnega peleta, smo pelet ponovno centrifugirali 1 min na 13.000 x g pri 4°C. Nato 
smo pripravili mešanico inhibitorjev za preprečevanje delovanja proteaz in fosfataz ter 
dodali 100x redčen EDTA za vezavo kovinskih ionov, ki so kofaktorji encimov 
(preglednica 3). Mešanici smo dodali še RIPA lizni in ekstrakcijski pufer (preglednica 3), 
ki omogoča učinkovito lizo celic in solubilizacijo ter ekstrakcijo membranskih, jedrskih 
in citoplazemskih proteinov, hkrati pa preprečuje razgradnjo proteinov in pomaga pri 
ohranjanju imunoreaktivnosti ter biološke aktivnosti proteinov. Tako smo imeli 
pripravljeno delovno raztopino. Peletu smo dodali 100 µl delovne raztopine in ga z 
vorteksiranjem resuspendirali. Nato smo resuspendiran pelet inkubirali 15 min na ledu ob 
rahlem mešanju. Po inkubaciji smo raztopino celičnega peleta centrifugirali 15 min na 
14.000 x g pri 4°C in prenesli supernatant raztopine, ki smo ga kasneje uporabili za 
točkovni nanos, v novo mikrocentrifugirko. Sedaj, ko smo vzorec pripravili, smo lahko 
začeli z merjenjem koncentracije proteinov. Potrebovali smo majhen volumen vzorca za 
nadaljnje merjenje koncentracije, preostanek smo shranili v zamrzovalniku pri -20°C.  
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Ker pri izbrani celični liniji nismo bili popolnoma uspešni pri ločitvi raztopine celičnega 
peleta na supernatant in pelet, smo ponovili pripravo topne frakcije celičnega lizata. 
Postopek smo ponovili, le da smo tokrat resuspendiran pelet sonificirali pred inkubacijo 
na ledu in centrifugiranjem. Z ultrazvočnim sonifikatorjem (preglednica 4) smo 
sonificirali pri amplitudi 40%, z intervali na 3,5 s. Vzorec smo v dveh ponovitvah 15 s 
sonificirali in nato 15 s postavili na led. Reagenti in laboratorijska oprema, ki so bili 
uporabljeni pri pripravi topne frakcije celičnega lizata so navedeni v preglednici 3 in v 
preglednici 4. 
 
Preglednica 3. Reagenti, ki so bili uporabljeni za pripravo topne frakcije celičnega lizata iz celičnega 
peleta. 
reagenti proizvajalec 
Halt™ Koktajl inhibitorja proteaze (100x) Thermo Fisher Scientific, kat. št. 78430 
Halt™ Koktajl inhibitorja fosfataze (100x) Thermo Fisher Scientific, kat. št. 78420 
EDTA (100x) Thermo Fisher Scientific, kat. št. 17892 
RIPA lizni in ekstrakcijski pufer (1x) Thermo Fisher Scientific, kat. št. 89900 
 
Preglednica 4. Laboratorijska oprema, ki je bila uporabljena za pripravo topne frakcije celičnega 
lizata iz celičnega peleta. 
laboratorijska oprema proizvajalec 
hladilna centrifuga Eppendorf, model 5810R  
vorteks mešalnik Biosan, model V-1plus 
ultrazvočni sonifikator Roth, model UP100H 
centrifugirke (15 ml) Kemomed, kat. št. 91051 
centrifugirke (50 ml) Kemomed, kat. št. 91015 
3.4 Merjenje koncentracije proteinov 
S pripravljeno topno frakcijo celičnega lizata iz celičnega peleta smo pričeli meriti 
koncentracijo proteinov. Za pripravo umeritvene krivulje, iz katere smo odčitali 
koncentracijo proteinov, smo uporabili komplet standardov BSA z naraščajočimi 
koncentracijami 125 µg/ml, 250 µg/ml, 500 µg/ml, 750 µg/ml, 1000 µg/ml, 1500 µg/ml 
in 2000 µg/ml ter RIPA pufer kot standard s koncentracijo 0 µg/ml (preglednica 5). Prav 
tako smo uporabili komplet za test bicinhoninske kisline (BCA), s katerim smo pripravili 
delovni reagent (preglednica 5). Delovni reagent smo pripravili z dvema reagentoma iz 
kompleta reagentov za BCA v razmerju 50:1 (npr. 2 ml reagenta A in 40 µl B za 10 
nanosov na mikrotitrsko ploščo (preglednica 6). Tako smo pripravili nekoliko več 
delovnega reagenta, ker smo upoštevali napake pri pipetiranju). Celični lizat smo najprej 
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redčili 10x z RIPA pufrom in ga v duplikatih nanesli po 10 µl  v dve luknji na mikrotitrski 
plošči (slika 8). Nato smo v vsako luknjo, kjer je bil redčen lizat oz. neredčen standard, 
dodali še 190 µl delovnega reagenta in zavili mikrotitrsko ploščo v samolepilno folijo 
(preglednica 6) in jo postavili na stresalnik 1 min (preglednica 6). Ploščo smo inkubirali 
30 min pri 37°C, po inkubaciji smo s spektrofotometrom (preglednica 6) pomerili 
absorbanco pri 562 nm. Iz podanih koncentracij in izmerjenih absorbanc standardov BSA, 
smo z uporabo programa Excell (Microsoft) naredili umeritveno krivuljo in določili 
koncentracijo proteinov v vzorcu (upoštevali smo povprečno vrednost absorbance 
duplikatov). Vzorec smo po uporabi shranili v zamrzovalnik pri -20°C. Reagenti in 
laboratorijska oprema, ki so bili uporabljeni za merjenje koncentracije proteinov, so 
navedeni v preglednici 5 in v preglednici 6. 
 
Preglednica 5. Reagenti, ki so bili uporabljeni za merjenje koncentracije proteinov. 
reagenti proizvajalec 
komplet standardov BSA Thermo Fisher Scientific, kat. št. 23208 
komplet za BCA Thermo Fisher Scientific, kat. št. 23227 
 
Preglednica 6. Laboratorijska oprema, ki je bila uporabljena za merjenje koncentracije proteinov. 
laboratorijska oprema proizvajalec 
mikrotitrska plošča s 96 luknjami Thermo Fisher Scientific, kat. št. 2101 
spektrofotometer BioTek, model Synergy H1 
stresalnik Lab Logistic Group, model Titramax 100 
samolepilna folija / 
 
 
Slika 8. Shematski prikaz pipetiranja na mikrotitrski plošči (12 nanosov). Standard 0 µg/ml oz. RIPA 
pufer, oranžna; standardi BSA 125-2000 µg/ml, modra; 10x redčen vzorec v duplikatih,  rumena. Po želji 
lahko dodamo še slepe vzorce, ki vsebujejo le RIPA pufer takoj po nanešeni seriji vzorcev, zelena. 
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3.5 Metoda točkovnega nanosa 
Metodo točkovnega nanosa za določanje CB je optimizirala J. Murn v svojem 
diplomskem delu [52]. Pri zaznavi CB1 so bili rezultati nejasni, vzorci so bili razpršeni 
po celotni površini membrane. Vzrok smo pripisali slabo posušeni membrani, katera ni 
bila pravilno zravnana. Da bi se temu problemu izognili, smo uvedli nekaj manjših 
sprememb pri izvedbi protokola. Težavo z razpršenostjo smo skušali odpraviti tako, da 
smo ob sušenju obtežili membrano z objektnimi stekelci. Specifičnost protiteles je bila 
predhodno že preverjena z metodo prenosa Western, zato v analizo z metodo točkovnega 
nanosa nismo ponovno vključili kontrol. 
3.5.1 Priprava membrane za nanos proteinov 
Izrezali smo PVDF membrano velikosti 10 cm2. S svinčnikom smo na membrano narisali 
mrežo s kvadratki velikosti 2 cm2. Skupno smo narisali 25 kvadratkov na membrano. 
Vsak kvadratek smo označili z zapisom za primarno protitelo (proti CB1, proti CB2 ali 
proti GPR55), z zapisom redčitve raztopine primarnih protiteles in z zapisom redčitve 
raztopine sekundarnih protiteles, v katerih so bili vzorci kasneje inkubirani (slika 9). Nato 
smo aktivirali PVDF membrano z inkubacijo v metanolu 1 min. Membrano smo sprali z 
destilirano vodo in jo 15 min inkubirali v 1x PBST (pufer PBS z 0,1 % detergenta Tween 
20). Po inkubaciji smo izrezali 2 kosa filter papirja podobne velikosti kot membrana. En 
kos smo namočili v 1x PBST pufru, drugi kos je ostal suh. Na suhi kos filter papirja smo 
položili mokri kos, na mokri kos filter papirja pa smo položili membrano. Membrano smo 
pred nanosom proteinov posušili s papirnato brisačo, če smo opazili da membrana in filter 
papir nista ravna, smo ju zravnali s stekleno pipeto, ki je bila predhodno očiščena z 
etanolom. V primeru, da se membrana in filter papir nista zravnala na robovih, smo 
robove obtežili z objektnimi stekelci za mikroskop. Reagenti in laboratorijska oprema, ki 
so bili uporabljeni za pripravo membrane za nanos proteinov, so navedeni v preglednici 
7 in v preglednici 8.  
 
Preglednica 7. Reagenti, ki so bili uporabljeni za pripravo membrane za nanos proteinov. 
reagenti proizvajalec 
metanol Sigma-Aldrich, kat. št. 322415 
1x PBST  glej preglednico 11 
dH2O / 
 
Preglednica 8. Laboratorijska oprema, ki je bila uporabljena za pripravo membrane za nanos 
proteinov. 
laboratorijska oprema proizvajalec 
PVDF membrana Merck Millipore,  kat. št. IPVH00010 
filter papir Sortorius 
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Preglednica 9. Sestava 10x pufra PBS. Iz PBS pufra lahko pripravimo tudi pufer PBST.   
spojina za pripravo 0,5 l za pripravo 1 l proizvajalec 
Na2HPO4 x 12H2O 16,12 g 32,23 g Fluka BioChemika, 
kat. št. 71649 
KH2PO4 0,68 g 1,36 g Sigma-Aldrich, kat. 
št. 04243 
NaCl 43,85 g 87,7 g Sigma-Aldrich, kat. 
št. S7653 
dH2O dopolnimo do 0,5 l dopolnimo do 1 l / 
 
Preglednica 10. Sestava 1x pufra PBS (0,5 l). 
reagenti volumen proizvajalec 
10x PBS 50 ml glej preglednico 9 
dH2O 450 ml / 
 
Preglednica 11. Sestava 1x PBST pufra (0,5 l). 
reagenti volumen proizvajalec 
1x PBS 500 ml glej preglednico 10 




Slika 9. Shematski prikaz označene PVDF membrane pred nanosom proteinov. Redčitve raztopin 
primarnih in sekundarnih protiteles so bile izbrane na podlagi diplomskega dela J. Murn ter na 
podlagi  priporočil proizvajalca. 
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3.5.2 Nanos proteinov 
Potem, ko smo membrano primerno posušili, smo nanjo nanesli 1 µl topne frakcije 
celičnega lizata celične linije T-47D, ki je ustrezal nanosu 20 µg proteinov. Nato smo 
izvedli dodatno sušenje membrane z namenom fiksacije proteinov na membrano. 
Membrano smo sušili na pultu 1 uro. Po sušenju smo si ogledali membrano na mestih 
nanosa. Če smo opazili svetle lise na mestih nanosa, smo uspešno fiksirali proteine na 
membrano. Vrednost izmerjene koncentracije celičnega lizata je bila 20,1 µg/µl.  
3.5.3 Priprava membrane za imunodetekcijo proteinov 
Po uspešni fiksaciji proteinov smo membrano inkubirali v 5% raztopini nemastnega 
mleka 1 h pri sobni temperaturi. Raztopino nemastnega mleka smo pripravili tako, da smo 
19 g posušenega nemastnega mleka v prahu raztopili v 380 ml 1x PBST. Z inkubiranjem 
membrane smo preprečili nespecifično vezavo primarnih protiteles, ker smo na 
molekularnem nivoju zapolnili mesta na membrani, kjer ni nanešen celični lizat. Po 
inkubaciji smo s skalpelom razrezali membrano na stolpce (slika 10) in vsak stolpec z 
nanešenimi vzorci inkubirali v raztopini primarnih protiteles izbrane redčitve oz. 
koncentracije, katere so podane v preglednici 14. Vzorcesmo inkubirali preko noči pri 4 
°C. Naslednji dan smo stolpce 3x sprali s PBST. Vsako spiranje je trajalo 10 min. Nato 
smo stolpce membrane razrezali na kvadratke (slika 10) in vsak kvadratek z nanešenim 
vzorcem inkubirali v raztopini sekundarnih protiteles ustrezne redčitve oz. koncentracije, 
katere so podane v preglednici 15. Vsa uporabljena sekundarna protitelesa so bila 
konjugirana z encimom, hrenova peroksidaza, ki nam je omogočil vizualizacijo vezave 
na primarna protitelesa po dodatku ustreznega substrata. Sledilo je ponovno spiranje v 
PBST (3x po 10 min). Po spiranju smo kvadratke membrane prenesli na plastično folijo 
in jih razporedili tako, kot so bili razporejeni pred rezanjem membrane. Za zaznavo 
proteinov smo uporabili komplet reagentov za kemiluminiscenčno določanje SuperSignal 
West Pico PLUS (preglednica 11), iz katerega smo pripravili kemiluminiscenčni substrat, 
ki smo ga pripravili iz luminola in vodikovega peroksida v razmerju 1:1. Počakali smo 5 
min, da je potekla reakcija med luminolom in vodikovim peroksidom. Tako pripravljen 
kemiluminiscenčni substrat smo nanesli po 100 µl na vsak vzorec. Nato smo sestavljeno 
membrano slikali s kamero LAS 4000, ki smo jo nastavili na zajemanje 
kemiluminiscenčne svetlobe in uporabili program Multi Gauge za obdelavo slik. Po 
končani zaznavi proteinov smo na vzorce membrane nanesli 1x PBS in jih v plastični 
foliji shranili v zamrzovalnik pri -20°C. V primeru ponovne uporabe, smo membrano 
spirali 30 min v raztopini 5% nemastnega mleka v PBST in nadaljevali z inkubacijo v 
raztopini primarnih protiteles ustrezne koncentracije oz. redčitve po zgoraj opisanem 
postopku. Reagenti in laboratorijska oprema, ki so bili uporabljeni za pripravo membrane 
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Preglednica 12. Reagenti, ki so bili uporabljeni za pripravo membrane za imunodetekcijo proteinov. 
reagenti proizvajalec 
nemastno mleko v prahu pomurske mlekarne 
1x PBS glej tabelo 8 
1x PBST glej tabelo 9 
komplet reagentov za kemiluminiscenčno 
določanje SuperSignal West Pico PLUS 
Thermo Fisher, kat. št. 34580 
primarna protitelesa  glej tabelo 13 
sekundarna protitelesa glej tabelo 13 
 
Preglednica 13. Laboratorijska oprema, ki je bila uporabljena za pripravo membrane za 
imunodetekcijo proteinov. 
laboratorijska oprema proizvajalec 
ImageQuant™ LAS 4000 Fujifilm 
Multi Gauge (programska oprema) Fujifilm 
 











primarno Abcam, kat. št. 
ab23703 















primarno Abcam, kat. št. 
ab45942 












GPR55 primarno Abcam, kat. št. 
ab203663 
poliklonsko zajec  1 mg/ml 
zajčji IgG 
(GαR) 
pekundarno Abcam, kat. št. 
ab205718 
poliklonsko koza 2 mg/ml 
mišji IgG 
(GαM) 
sekundarno Jackson Immuno 
Research, kat. št. 
115-035-068 
poliklonsko koza 0,8 mg/ml 
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Preglednica 15. Delovne koncentracije raztopin primarnih protiteles. Redčitve primarnih protiteles 
proizvajalca Abcam proti CB1 in CB2 smo izbrali na podlagi rezultatov diplomskega dela J. Murn [52]. 
Ostale redčitve smo izbrali na podlagi priporočil proizvajalca. 
 
Preglednica 16. Delovne koncentracije raztopin sekundarnih protiteles. Redčitve smo izbrali na 
podlagi priporočil proizvajalca. 
 
 
primarno protitelo proti CB1 (Abcam) 
redčitev 1:200 1:300 1:400 1:500 1:1000 
koncentracija (µg/ml) 5,00 3,33 2,50 2,00 1,00 
primarno protitelo proti CB1 (Santa Cruz Biotechnology) 
redčitev 1:100 1:250 1:500 1:1000 1:5000 
koncentracija (µg/ml) 2,00 0,80 0,40 0,20 0,04 
primarno protitelo proti CB2 (Abcam)  
redčitev 1:500 1:750 1:1000 1:2000 1:4000  
koncentracija (µg/ml) 2,00 1,30 1,00 0,50 0,25 
primarno protitelo proti CB2 (Santa Cruz Biotechnology)  
redčitev 1:100 1:250 1:500 1:1000 1:5000 
koncentracija (µg/ml) 1,00 0,40 0,20 0,10 0,02 
primarno protitelo proti GPR55 
redčitev 1:100 1:300 1:600 1:1000 
koncentracija (µg/ml) 10,00 3,33 1,66 1,00 
sekundarno protitelo GαR (Abcam) 
redčitev 1:2000 1:4000 1:8000 1:10.000 1:20.000 
koncentracija 
(µg/ml) 
1,00 0,50 0,25 0,20 0,10 
sekundarno protitelo GαM  (Santa Cruz Biotechnology) 
redčitev 1:5000 1:7500 1:10.000 1:25.000 1:50.000 
koncentracija 
(µg/ml) 
0,16 0,106 0,08 0,032 0,016 
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Slika 10. Shematski prikaz rezanja membrane pri pripravi membrane za imunodetekcijo proteinov. 
Membrano smo najprej razrezali s skalpelom na 5 stolpcev za inkubacijo v raztopini primarnih protiteles 
izbrane redčitve oz. koncentracije. Po inkubaciji smo narezali vsak stolpec na 5 kvadratkov za kasnejšo 
inkubacijo v raztopini sekundarnih protiteles izbrane redčitve oz. koncentracije. 
3.5.4 Priprava membrane za nanos proteinov za zaznavo GPR55 
Priprava membrane za nanos proteinov je potekala nekoliko drugače pri zaznavanju 
GPR55. Zaradi manjšega razpoložljivega volumna celičnega lizata za nanos na 
membrano, po postopku opisanem v točki 3.4.1, smo prilagodili velikost mreže. Mrežo 
smo oblikovali tako, da je bila sestavljena iz 12 kvadratkov. Pri pripravi membrane za 
imunodetekcijo proteinov smo pripravili štiri redčitve oz. koncentracije raztopin 
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4. Rezultati in razprava 
4.1 Določanje koncentracije proteinov v celičnem lizatu 
S kompletom standardov BSA za določanje koncentracije proteinov v topni frakciji 
celičnega lizata smo pripravili umeritveno krivuljo (slika 11). Izmerjene absorbance 
standardov BSA v 1. in 2. seriji so podobne (preglednica 16). Topni frakciji celičnega 
lizata smo v duplikatih izmerili absorbanco in določili koncentracijo proteinov na podlagi 
umeritvene krivulje. V 1. seriji nismo bili popolnoma uspešni (ni bilo jasne razlike med 
supernatantom in peletom), zato smo optimizirali metodo za pripravo topne frakcije 
celičnega lizata. S sonifikacijo v 2. seriji smo povečali količino proteinov v topni frakciji. 
Pripravo topnih frakcij celičnih lizatov ter določanje koncentracije  proteinov smo izvajali 
v sodelovanju s F. Krstanović [49].  
 
 






















0,118 0,223 0,331 0,519 0,683 0,794 1,14 1,484 
2. serija 
(A562nm) 
0,127 0,192 0,266 0,413 0,579 0,63 0,941 1,466 
 
 
Slika 11. Umeritveni krivulji za določanje koncentracije proteinov. a) umeritvena krivulja 1. serije, 
standardna napaka = 16,6 % b) umeritvena krivulja 2. serije, standardna napaka = 15,8 %. 
 
 
V 1. seriji smo celični lizat 10x redčili z RIPA pufrom. Ker nismo bili zadovoljni z 
rezultati priprave topne frakcije celičnega lizata iz celičnega peleta (pri izbrani celični 
liniji nismo bili popolnoma uspešni pri ločitvi raztopine celičnega peleta na supernatant 
in pelet), smo poskus ponovili s sonificiranjem celičnih peletov pred inkubacijo na ledu 
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in centrifugiranjem. V 2. seriji smo celični lizat 10x in 50x redčili z RIPA pufrom. Končne 
koncentracijo smo določili iz 10x redčitve. Izmerjeni vrednosti 1. in 2. serije sta pokazali, 
da so meritve proteinov izvedene v optimalnem koncentracijskem območju. 
Koncentracija proteinov je zadostovala za nanos 20 µg proteinov na posamezen kvadratek 
na membrani za imunodetekcijo (preglednica 17).  
 
Preglednica 17. Koncentracija proteinov v celičnem lizatu celične linije T-47D. Vrednost standardne 
deviacije (1. Serija) = 0,4469; vrednost standardne napake (1.serija) = 15,8 %. Vrednost standardne 
















10x 0,559 0,563 0,561 1564,57   1,56 15,6 















10x 1,32 1,43 1,38 2006,5 2,0 20,1 
 
4.2 Uvod v metodo točkovnega nanosa 
4.2.1 Preliminarna analiza točkovnega nanosa na celični liniji MCF-7 
V prvem poskusu smo uporabili primarna protitelesa proizvajalca Abcam proti CB2 in 
sekundarna protitelesa GαR.  Redčitve raztopin primarnih protiteles proti CB2 so bile v 




Slika 12. Preliminarna analiza točkovnega nanosa na celični liniji MCF-7 s primarnimi protitelesi 
proti CB2 proizvajalca Abcam. Celična linija: MCF-7; masa posameznega nanosa: 20 µg; volumen 
nanosa: 2 µl; aktivacija membrane: 1 min v metanolu, spiranje z dH2O, inkubiranje 15 min v PBST; čas 
sušenja: 1 h; število izpostavitev pri zajemanju svetlobe: 9. 
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Preliminarna analiza točkovnega nanosa na celični liniji MCF-7 je bila uspešna. Fiksacija 
proteinov s sušenjem membrane za imunodetekcijo je bila uspešna. Signali so prisotni le 
na mestu nanosa proteinov in so jasni ter izraziti. Jakost signalov z naraščanjem redčitev 
primarnih protiteles pada, kar je v skladu s pričakovanji. Ozadja ni oz. je zelo nizko, 
opazimo ga na robovih membran, kjer smo med delom prijemali vzorce  s pinceto. 
4.2.2 Preliminarna analiza točkovnega nanosa na celični liniji T-47D 
V drugem poskusu smo uporabili primarna protitelesa proizvajalca Santa Cruz 
Biotechnology proti CB2 in sekundarna protitelesa GαM.  Redčitve raztopin primarnih 
protiteles proti CB2 so bile v območju 1:1000 – 1:5000. Redčitve raztopin sekundarnih 
protiteles GαM so bile v območju 1:5000 – 1:50.000 (slika 13). 
 
 
Slika 13. Preliminarna analiza točkovnega nanosa na celični liniji T-47D s primarnimi protitelesi 
proti CB2 proizvajalca Santa Cruz Biotechnology. Celična linija: T-; masa posameznega nanosa: 20 µg; 
volumen nanosa: 5 µl; aktivacija membrane: 1 min v metanolu, spiranje z dH2O, inkubiranje 15 min v 
PBST; čas sušenja: 1 h; število izpostavitev pri zajemanju svetlobe: 12. Postavitev sheme je spremenjena v 
primerjavi z ostalimi, ker smo uporabili manjše število redčitev primarnega protitelesa v primerjavi z 
številom redčitev sekundarnega protitelesa. 
 
 
Preliminarna analiza točkovnega nanosa na celični liniji MCF-7 ni bila uspešna. Fiksacija 
proteinov s sušenjem membrane za imunodetekcijo ni bila uspešna. Vidimo šibek signal 
le na enem mestu nanosa, na kvadratku pri redčitvi primarnih protiteles 1:1000 ter redčitvi 
sekundarnih protiteles 1:5000. Ozadje je zelo visoko, najbolj izrazit signal ozadja je pri 
redčitvi primarnih protiteles 1:5000 ter redčitvi sekundarnih protiteles 1:10.000. V 
drugem uvajalnem poskusu nismo obtežili robov membrane z objektnimi stekelci. Vzrok 
za neuspeli poskus smo pripisali slabo posušeni in ne zravnani membrani. Sklepali smo, 
da so se nanešeni proteini prelili po membrani, ker je bila nekoliko upognjena in slabo 
posušena. 
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4.2.3 Nadaljnja analiza točkovnega nanosa na celični liniji T-47D 
V tretjem poskusu smo uporabili primarna protitelesa proizvajalca Abcam proti CB1 in 
CB2 ter sekundarna protitelesa GαR. Redčitve oz. koncentracije raztopin primarnih 
protiteles proti CB1 so bile v območju 1:200 – 1:1000 oz. 5 – 1 µg/ml (slika 14). Redčitve 
oz. koncentracije raztopin primarnih protiteles proti CB2 so bile v območju 1:500 – 
1:4000 oz. 2 – 0,25 µg/ml (slika 15). Redčitve oz. koncentracije raztopin sekundarnih 
protiteles GαR  so bile v območju 1:2000 – 1:20.000 oz. 1 – 0,1 µg/ml. 
 
 
Slika 14. Nadaljnja analiza točkovnega nanosa na celični liniji T-47D s primarnimi protitelesi proti 
CB1 proizvajalca Abcam. Celična linija: T-47D; masa posameznega nanosa: 20 µg; volumen nanosa: 3 
µl; aktivacija membrane: 1 min v metanolu, spiranje z dH2O, inkubiranje 15 min v PBST; čas sušenja: 1 h; 
število izpostavitev pri zajemanju svetlobe: 15.  
 
 
Nadaljnja analiza točkovnega nanosa s primarnimi protitelesi proti CB1 je bila le delno 
uspešna. Fiksacija proteinov s sušenjem membrane za imunodetekcijo je bila uspešna. 
Čeprav so signali prisotni na mestih nanosa proteinov, so šibki in razporejeni po celi 
membrani. Ozadje je visoko. Pri redčitvi oz. koncentraciji sekundarnih protiteles 1:20.000 
oz. 0,10 µg/ml signalov ne opazimo več. Jakost signalov pada z naraščanjem velikosti 
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redčitev oz. z zniževanjem koncentracij. Ker smo pomotoma v nastavitvah programa, s 
katerim upravljamo kamero LAS4000, nastavili prenizko višino kamere, nismo zajeli 
slike celotne membrane, ki je bila inkubirana v primarnih protitelesih proti CB2. Vrstica 
kvadratkov z nanešenimi vzorci, ki so bili inkubirani v raztopini sekundarnih protitelesa 
GαR, redčitve oz. koncentracije 1:20.000 oz. 0,10 µg/ml, niso prikazani (slika 15). 
 
 
Slika 15. Nadaljnja analiza točkovnega nanosa na celični liniji T-47D s primarnimi protitelesi proti 
CB2 proizvajalca Abcam. Celična linija: T-47D; masa posameznega nanosa: 20 µg; volumen nanosa: 3 
µl; aktivacija membrane: 1 min v metanolu, spiranje z dH2O, inkubiranje 15 min v PBST; čas sušenja: 1 h; 




Nadaljnja analiza točkovnega nanosa na celični liniji T-47D s primarnimi protitelesi proti 
CB2 je bil uspešna, razen omenjene napake pri nastavitvi višine kamere LAS4000. 
Fiksacija proteinov s sušenjem membrane za imunodetekcijo je bila uspešna. Signali na 
mestih nanosa so izraziti in jasni. Jakost signalov pada z naraščanjem velikosti redčitev 
oz. z zniževanjem koncentracij. Ozadje je nizko. Razporejeno je po celotni površini 
vzorca, kjer ga ozadje. Pri kombinaciji redčitve oz. koncentracije primarnih protiteles 
1:750 oz. 1,30 µg/ml in redčitvi oz. koncentraciji sekundarnih protiteles 1:4000 oz. 0,50 
µg/ml ne opazimo signala na mestu nanosa proteinov. 
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Z rezultati, ki smo jih pridobili z uvajanjem v delo po protokolu za metodo točkovnega 
nanosa, smo bili zadovoljni. Na podlagi teh rezultatov smo se odločili, da je protokol 
ustrezen in nadaljevali z izborom protiteles za kvantitativno določitev kanabinoidnih 
receptorjev. 
4.3 Izbor delovne koncentracije protiteles za kvantitativno določitev 
kanabinoidnih receptorjev 
Večina opravljenih študij, z namenom kvantitativne določitve kanabinoidnih receptorjev, 
uporablja protitelesa proti CB1 in CB2 proizvajalcev Abcam in Santa Cruz 
Biotechnology [34, 37, 38, 39]. Mnenja o ustreznosti protiteles obeh proizvajalcev se 
razlikujejo, kar otežuje kvantitativno določitev kanabinoidnih receptorjev z metodo 
Western, zato  smo poskusili določiti ustrezno delovno koncentracijo primarnih ter 
sekundarnih protiteles za nadaljnjo analizo z metodo Western. To smo storili z metodo 
točkovnega nanosa, s protitelesi proti CB1 in CB2. Uporabili smo proteine, ki smo jih 
pridobili iz topne frakcije celičnega lizata iz celičnega peleta celične linije T-47D. 
Specifičnost protiteles je bila predhodno preverjena v magistrski nalogi F. Krstanović 
[49]. 
4.3.1 Analiza protiteles proizvajalca Abcam 
Uporabili smo primarna protitelesa proti CB1 in CB2 proizvajalca Abcam ter sekundarna 
protitelesa GαR. Redčitve oz. koncentracije raztopin primarnih protiteles proti CB1 so 
bile v območju 1:200 – 1:1000 oz. 5 – 1 µg/ml (slika 16). Redčitve oz. koncentracije 
raztopin primarnih protiteles proti CB2 so bile v območju 1:500 – 1:4000 oz. 2,00 – 0,25 
µg/ml (slika 17). Redčitve oz. koncentracije raztopin sekundarnih protiteles GαR  so bile 
v območju 1:2000 – 1:20.000 oz. 1,00 – 0,1 µg/ml. Poskus smo izvedli po postopku 
opisanem v točki 3.4.1, 3.4.2 in 3.4.3. 
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Slika 16. Točkovni nanos protiteles proti CB1 proizvajalca Abcam. Celična linija: T-47D; masa 
posameznega nanosa: 20 µg; volumen nanosa: 1 µl; aktivacija membrane: 1 min v metanolu, spiranje z 
dH2O, inkubiranje 15 min v PBST; čas sušenja: 1 h; število izpostavitev pri zajemanju svetlobe: 16.  Rumen 
kvadrat označuje ustrezno kombinacijo redčitev oz. koncentracij raztopin primarnih in sekundarnih 
protiteles za metodo prenosa Western. 
 
 
Slika 17. Točkovni nanos protiteles proti CB2 proizvajalca Abcam. Celična linija: T-47D; masa 
posameznega nanosa: 20 µg; volumen nanosa: 1 µl; aktivacija membrane: 1 min v metanolu, spiranje z 
dH2O, inkubiranje 15 min v PBST; čas sušenja: 1 h; število izpostavitev pri zajemanju svetlobe: 9. Rumen 
kvadrat označuje ustrezno kombinacijo redčitev oz. koncentracij raztopin primarnih in sekundarnih 
protiteles za metodo prenosa Western. 
Patrik Levačić. Izbor protiteles za kvantitativno določitev kanabinoidnih receptorjev v celičnih 




Pri zaznavi CB1 in CB2 smo dobili zelo izrazite in močne signale. Ozadje je zelo nizko, 
večinoma je prisotna pričakovana vezava protiteles na mestu nanosa. Pričakovali smo 
točkaste signale, dobili pa smo signale, ki so razmazi teh točkastih signalov. Vzrok smo 
pripisali nepravilno zravnani membrani in nepopolnemu sušenju membrane. Jakost 
signalov pri zaznavi CB1 ni popolnoma zvezna. Pripravili smo sveže raztopine redčitev 
oz. koncentracij primarnih protiteles 1:200, 1:300, 1:400 in 1:1000 oz. 5,00 µg/ml, 3,33 
µg/ml, 2,50 µg/ml in 1,00 µg/ml, kar je verjetno razlog da so signali pri redčitvi oz. 
koncentraciji primarnih protiteles 1:500 oz. 2,00 µg/ml šibkejši. Pri kombinaciji redčitve 
oz. koncentracije primarnih protiteles 1:200 oz. 5,00 µg/ml in redčitve oz. koncentracije 
sekundarnih protiteles 1:10.000 oz. 0,20 µg/ml prav tako opazimo odstopanje od 
zveznosti. Jakost signalov prvih treh redčitev oz. koncentracij primarnih protiteles 1:200, 
1:300 in 1:400 oz. 5,00 µg/ml, 3,33 µg/ml in 2,50 µg/ml so zelo močni, intenzivnost 
signalov se le malo razlikuje. Za boljšo zveznost signalov, pri nadaljnjem delu, bi bilo 
bolje pripraviti večje redčitve oz. nižje koncentracije raztopin primarnih protiteles, ki 
imajo večjo razliko med redčitvami oz. koncentracijami. (npr. gradient redčitev oz. 
koncentracij primarnih protiteles 1:200, 1:500, 1:800, 1:1200 in 1:1600 oz. 5,00 µg/ml, 
2,00 µg/ml, 1,25 µg/ml, 0,83 in 0,625 µg/ml). Jakost signalov pri zaznavi CB2 je v 
splošnem zvezna, z izjemama kombinacij: 1. redčitve oz. koncentracije primarnih 
protiteles 1:4000 oz. 0,25 µg/ml in redčitev oz. koncentracij sekundarnih protiteles 
1:8000 oz. 0,25 µg/ml; 2. redčitve oz. koncentracije primarnih protiteles 1:4000 oz. 0,25 
µg/ml in redčitev oz. koncentracij sekundarnih protiteles 1:20.000 oz. 0,10 µg/ml. Prve 
tri redčitve oz. koncentracije raztopin primarnih protiteles dajejo signale, ki jih kakor pri 
zaznavi CB1, težko ločimo po jakosti. 
4.3.2 Analiza protiteles proizvajalca Santa Cruz Biotechnology 
Uporabili smo primarna protitelesa proti CB1 in CB2 proizvajalca Santa Cruz 
Biotechnology ter sekundarna protitelesa GαM. Ker so se v sklopu diplomskega dela J. 
Murn [52] protitelesa proizvajalca Abcam izkazala kot neustrezna, smo uporabili 
primarna protitelesa obeh proizvajalcev, za medsebojno primerjavo ustreznosti protiteles.  
Prilagodili smo izvedbo poskusa, ker smo imeli na voljo premajhen volumen primarnih 
protiteles proti CB2. Pripravili smo šest redčitev oz. koncentracij raztopin primarnih 
protiteles proti CB1 v območju 1:50 – 1:5000 oz. 4,00 – 0,04 µg/ml (slika 18) in štiri 
redčitve oz. koncentracije raztopin primarnih protiteles proti CB2 v območju 1:250 – 
1:5000 oz. 0,40 – 0,02 µg/ml (slika 19). Redčitve oz. koncentracije raztopin sekundarnih 
protiteles GαM so bile v območju 1:5000 – 1:50.000 oz. 0,16 – 0,016 µg/ml. Poskus je 
bil izveden po postopku 3.4.1, 3.4.2 in 3.4.3, z upoštevanjem omenjene spremembe. 
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Slika 18. Točkovni nanos protiteles proti CB1 proizvajalca Santa Cruz Biotechnology.  Celična linija: 
T-47D; masa posameznega nanosa: 20 µg; volumen nanosa: 1 µl; aktivacija membrane: 1 min v metanolu, 
spiranje z dH2O, inkubiranje 15 min v PBST; čas sušenja: 1 h; število izpostavitev pri zajemanju svetlobe: 
8. Rumen kvadrat označuje ustrezno kombinacijo redčitev oz. koncentracij raztopin primarnih in 
sekundarnih protiteles za metodo prenosa Western. 
 
Slika 19. Točkovni nanos protiteles proti CB2 proizvajalca Santa Cruz Biotechnology.  Celična linija: 
T-47D; masa posameznega nanosa: 20 µg; volumen nanosa: 1 µl; aktivacija membrane: 1 min v metanolu, 
spiranje z dH2O, inkubiranje 15 min v PBST; čas sušenja: 1 h; število izpostavitev pri zajemanju svetlobe: 
11. Rumen kvadrat označuje ustrezno kombinacijo redčitev oz. koncentracij raztopin primarnih in 
sekundarnih protiteles za metodo prenosa Western. Rdeči kvadrati označujejo mesta nanosa, kjer ni signala. 
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Pri zaznavi CB1 in CB2 smo dobili izrazite in jasne točkaste signale na mestu nanosa. 
Izjemi sta dva vzorca, kjer je prišlo do zdrsa vzorcev, zaradi nepravilno zravnane 
membrane: 1. pri zaznavi CB1 pri kombinaciji redčitve oz. koncentracije raztopine 
primarnih protiteles 1:100 oz. 2,00 µg/ml in redčitve oz. koncentracije raztopine 
sekundarnih protiteles 1:5000 oz. 0,16 µg/ml; 2. pri zaznavi CB2 pri kombinaciji redčitve 
oz. koncentracije raztopine primarnih protiteles 1:250 oz. 0,40 µg/ml in redčitve oz. 
koncentracije raztopine sekundarnih protiteles 1:10.000 oz. 0,08 µg/ml. Jakost signalov z 
naraščanjem velikosti redčitev oz. z zniževanjem koncentracij pada zvezno na obeh 
membranah. Izstopajo zelo močni signali z zelo visokim ozadjem, pri vzorcih inkubiranih 
v redčitvi oz. koncentraciji raztopine sekundarnih protiteles 1:7500 oz. 0,106 µg/ml, ker 
smo pred poskusom pripravili svežo raztopino sekundarnih protiteles te redčitve oz. 
koncentracije. Pri zaznavi CB1 ne opazimo signala pri vzorcih inkubiranih v redčitvi oz. 
koncentraciji raztopine sekundarnih protiteles 1:50.000 oz. 0,016 µg/ml. Pri zaznavi CB2 
ne opazimo signala pri nekaterih kombinacijah redčitev oz. koncentracij primarnih in 
sekundarnih protiteles (slika 19, rdeči kvadrati). Odsotnost signalov smo pripisali visokim 
redčitvam oz. nizkim koncentracijam sekundarnih protiteles. Za nadaljnje delo bi bilo 
bolje poskusiti z redčitvami oz. koncentracijami, ki ne presegajo redčitve 1:40.000 oz. ki 
niso nižje od koncentracije 0,02 µg/ml.  V glavnem je prisotna vezava protiteles, na mestu 
nanosa, na obeh membranah. Ozadje je nizko, prisotno v obliki drobnih točk, in ne vpliva 
interpretacijo rezultatov.  
4.3.3 Primerjava protiteles proizvajalcev Abcam in Santa Cruz Biotechnology 
Protitelesa obeh proizvajalcev so bila uspešna pri zaznavi CB1 in CB2. Signali pri zaznavi 
s protitelesi proizvajalca Abcam so bili zelo izraziti ter močni, nekoliko bolj izraziti kot 
signali pri zaznavi s protitelesi proizvajalca Santa Cruz Biotechnology. To je lahko 
problematično, saj je s takšnimi signali, ki se le malo med seboj razlikujejo po 
intenzivnosti, težje zanesljivo sklepati o zveznosti signalov. Kljub temu da so protitelesa 
proizvajalca Santa Cruz Biotechnology imela nekoliko manj izrazite signale pri zaznavi 
CB1 in CB2, so signali bolj zvezni. Jakost signalov z naraščanjem velikosti redčitev oz. 
z zniževanjem koncentracij bolj enakomerno pada v primerjavi s protitelesi proizvajalca 
Abcam. Na podlagi takšnih signalov je lažje določiti ustrezno redčitev oz. koncentracijo 
primarnih protiteles za kvantitativno določitev kanabinoidnih receptorjev z metodo 
prenosa Western. Ozadje je nizko pri zaznavi CB1 in CB2 s protitelesi obeh 
proizvajalcev. Nekoliko višje ozadje opazimo pri zaznavi s protitelesi proizvajalca Santa 
Cruz Biotechnology, a je zanemarljivo.  
Glede na rezultate metode točkovnega nanosa s protitelesi obeh proizvajalcev in 
predhodnih analiz F. Krstanović [49], smo zaključili, da so protitelesa proizvajalca Santa 
Cruz Biotechnology ustreznejša za določanje CB1 in CB2. Jakost signalov je bolj zvezna 
in bolje posname gradient redčitev oz. koncentracij, ki smo jih pripravili, tako pri zaznavi 
CB1 kot pri zaznavi CB2. Kljub ozadju, ki je nekoliko višje v primerjavi z ozadjem 
protiteles proizvajalca Abcam, so signali na mestu nanosa bolj celoviti. Signali pri 
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zaznavi CB1 in CB2 s protitelesi proizvajalca Abcam so sicer bolj izraziti, a jakost 
signalov ne sledi zveznosti gradienta redčitev oz. koncentracij in so kot takšni neprimerni 
za določitev ustrezne redčitve oz. koncentracije primarnih protiteles za kvantitativno 
določitev kanabinoidnih receptorjev z metodo prenosa Western. Prav tako rezultati 
diplomskega dela J. Murn in magistrskega dela F. Krstanović nakazujejo, da so 
poliklonska protitelesa proizvajalca Abcam neprimerna za določevanje CB [49, 52], zato 
predlagamo zgolj uporabo monoklonskih protiteles proizvajalca Santa Cruz 
Biotechnology za nadaljne raziskave na področju CB. 
Predpostavljamo, da je tip protitelesa razlog za razlike v signalih in zveznosti. Poliklonska 
protitelesa prepoznajo različne epitope istega antigena, zato so verjetno signali tako 
močni, saj se protitelesa lahko vežejo na več mest hkrati. Monoklonska protitelesa 
prepoznajo le en specifičen epitop na antigenu, zato je verjetno jakost signalov bolj 
zvezna, ker se lahko veže manj protiteles na antigen v primerjavi s poliklonskimi 
protitelesi. 
Za nadaljnje delo predlagamo delo z raztopinami protiteles, ki so pripravljene na isti dan.  
Priporočamo višje redčitve oz. nižje koncentracije raztopin primarnih protiteles 
proizvajalca Abcam, ki imajo območja redčitev oz. koncentracij bolj narazen. Prav tako 
priporočamo redčitve oz. koncentracije raztopin sekundarnih protiteles GαM, ki ne 
presegajo redčitve 1:40.000 oz. ki niso nižje od koncentracije 0,02 µg/ml. Glede na 
rezultate metode točkovnega nanosa, smo za metodo prenosa Western kot ustrezno 
kombinacijo primarnih protiteles (proizvajalec Santa Cruz Biotechnology) in 
sekundarnih protiteles (GαM), izbrali: kombinacijo redčitve oz. koncentracije primarnih 
protiteles proti CB1 1:50 oz. 4,00 µg/ml in redčitve oz. koncentracije sekundarnih 
protiteles 1:10.000 oz. 0,08 µg/ml (slika 18, rumen kvadrat); kombinacijo redčitve oz. 
koncentracije primarnih protiteles proti CB2 1:500 oz. 0,20 µg/ml in redčitve oz. 
koncentracije sekundarnih protiteles  1:10.000 oz. 0,08 µg/ml (slika 19, rumen kvadrat). 
Kot kombinacijo primarnih protiteles (proizvajalec Abcam) in sekundarnih protiteles 
(GαR) smo izbrali: kombinacijo redčitve oz. koncentracije primarnih protiteles proti CB1 
1:1000 oz. 1,00 µg/ml in redčitve oz. koncentracije sekundarnih protiteles 1:2000 oz. 1,00 
µg/ml (slika 16, rumen kvadrat); kombinacijo redčitve oz. koncentracije primarnih 
protiteles proti CB2 1:2000 oz. 0,50 µg/ml in redčitve oz. koncentracije sekundarnih 
protiteles  1:2000 oz. 1,00 µg/ml (slika 17, rumen kvadrat). 
4.4 Ustreznost protiteles proti GPR55 
Uporabili smo primarna protitelesa (Abcam) proti GPR55 ter sekundarna protitelesa 
GαR. Izvedbo poskusa smo spremenili, zaradi razloga opisanega v točki 3.4.4. Ker smo 
v točki 4.3.2, 4.4.1 in 4.4.2 kot rezultat dobili odsotnost signala pri nekaterih kombinacij 
redčitev oz. koncentracij primarnih protiteles proti CB1 in CB2 in sekundarnih protiteles, 
smo ponovno uporabili te dele membrane za zaznavo GPR55 (slika 20). Pripravili smo 
štiri redčitve oz. koncentracije raztopin primarnih protiteles proti GPR55 v območju 
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1:100 - 1:1000 oz. 10,00 – 1,00 µg/ml in tri redčitve oz. koncentracije raztopin 
sekundarnih protiteles GαR 1:2000 – 1:8000 oz. 1,00 – 0,25 µg/ml (slika 21). Poskus je 




Slika 20. Analiza membran za točkovni nanos s primarnimi protitelesi proti GPR55. Z uporabo 
računalniškega programa za urejanje slik smo združili dele predhodno uporabljenih membran tako, kot jih 
nameravamo uporabiti pri zaznavi GPR55. Slika nam služi kot kontrola, če je signal po inkubaciji s 
protitelesi lažno pozitiven rezultat.  
 
Slika 21. Točkovni nanos protiteles proti GPR55 proizvajalca Abcam. Celična linija: T-47D; masa 
posameznega nanosa: 20 µg; volumen nanosa: 1 µl; aktivacija membrane: 1 min v metanolu, spiranje z 
dH2O, inkubiranje 15 min v PBST; čas sušenja: 1 h; število izpostavitev pri zajemanju svetlobe: 10. Rumen 
kvadrat označuje ustrezno kombinacijo redčitev oz. koncentracij raztopin primarnih in sekundarnih 
protiteles za metodo prenosa Western. Rdeči kvadrati označujejo mesta nanosa, kjer ni signala. 
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Pri zaznavi GPR55 smo dobili jasne signale na mestu nanosa celičnega lizata. Signali so 
najbolj izraziti pri vzorcih, ki so bili inkubirani v redčitvi oz. koncentraciji raztopine 
primarnih protiteles 1:100 oz. 10 µg/ml. Ozadje je nizko, najvišje je pri vzorcih, ki so bili 
inkubirani v omenjeni redčitvi oz. koncentraciji. Jakost signalov je zvezna, z manjšim 
odstopanjem, in pada z naraščanjem velikosti redčitev oz. z zniževanjem koncentracij. 
Od zveznosti odstopajo nekatere kombinacije redčitev oz. koncentracij raztopin 
primarnih in sekundarnih protiteles (slika 21, rdeči kvadrati) Odstopanja smo pripisali 
dotrajanosti raztopine sekundarnih protiteles redčitve oz. koncentracije 1:8000 oz. 0,25 
µg/ml, ker smo že uporabili isto raztopino sekundarnih protiteles pri zaznavi CB1 in CB2 
s primarnimi protitelesi Abcam. Menimo, da je prišlo do denaturacije protiteles, kar 
vpliva na njihovo delovanje in sposobnost zaznave antigena. 
Rezultati metode točkovnega nanosa nakazujejo, da so primarna protitelesa proizvajalca 
Abcam proti GPR55 ustrezna in so primerna  za uporabo pri nadaljnjem delu. Kot 
ustrezno kombinacijo primarnih protiteles (Abcam) in sekundarnih protiteles (GαR), smo 
izbrali kombinacijo redčitve oz. koncentracije primarnih protiteles 1:300 oz. 3,33 µg/ml 
in redčitve oz. koncentracije sekundarnih protiteles 1:2000 oz. 1 µg/ml (slika 21, rumen 
kvadrat). 
Rezultati nakazujejo, da celična linija raka dojke T-47D izraža GPR55. Rezultate bomo 
potrdili z izbiro primerne pozitivne in negativne kontrole pri nadaljnjih raziskavah 
izražanja GPR55. 
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Z uporabo metode točkovnega nanosa smo v okviru diplomskega dela določili ustrezne 
delovne koncentracije primarnih in sekundarnih protiteles proti CB1, CB2 in GPR55. 
Poleg tega smo z metodo točkovnega nanosa preverili ustreznost protiteles dveh 
proizvajalcev, Santa Cruz Biotechnology in Abcam. Na podlagi rezultatov točkovnega 
nanosa pri zaznavi CB1 in CB2 smo izbrali primarna protitelesa proizvajalca Santa Cruz 
Biotechnology. Ta protitelesa bodo uporabljena pri kvantitativni določitvi kanabinoidnih 
receptorjev in nadaljnjih raziskavah na področju kanabinoidnih receptorjev. Za izbrana 
protitelesa smo se odločili, ker je jakost signalov bolj zvezna in bolje posname gradient 
redčitev oz. koncentracij, ki smo jih pripravili v primerjavi s protitelesi proizvajalca 
Abcam. V ta namen smo pripravili topne frakcije celičnih lizatov iz celične linije raka 
dojke T-47D, ki izraža CB1, CB2 in GPR55, ter določili njihovo koncentracijo. 
 
Hipoteza 1.: Z metodo točkovnega nanosa bomo potrdili izražanje CB1, CB2 in GPR55 
v izbrani celični liniji raka dojke ter določili ustrezno delovno koncentracijo primarnih 
in sekundarnih protiteles 
Z metodo točkovnega nanosa smo dodatno potrdili, da celična linija T-47D izraža CB1, 
CB2 in GPR55. Naši rezultati kažejo na to, da so protitelesa proizvajalcev Santa Cruz 
Biotechnology ustreznejša za določanje CB1 in CB2. Signali, ki jih opazimo pri 
imunodetekciji so zvezni za razliko od protiteles proizvajalca Abcam. Z metodo 
točkovnega nanosa smo hkrati tudi bili uspešni pri določitvi ustrezne delovne 
koncentracije primarnih in sekundarnih protiteles proti CB1, CB2 in GPR55. Te 
koncentracije so: kombinacija koncentracij primarnih protiteles proti CB1 (Santa Cruz 
Biotechnology) in sekundarnih protiteles (GαM): 4,00 µg/ml in 0,08 µg/ml; kombinacija 
koncentracij primarnih protiteles proti CB1 (Abcam) in sekundarnih protiteles (GαR): 
1,00 µg/ml in 1,00 µg/ml; kombinacija koncentracij primarnih protiteles proti CB2 (Santa 
Cruz Biotechnology) in sekundarnih protiteles (GαM): 0,20 µg/ml in 0,08 µg/ml; 
kombinacija koncentracij primarnih protiteles proti CB2 (Abcam) in sekundarnih 
protiteles (GαR): 0,50 µg/ml in 1,00 µg/ml; kombinacija koncentracij primarnih protiteles 
proti GPR55 (Abcam) in sekundarnih protiteles (GαR): 3,33 µg/ml in 1 µg/ml. Za 
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